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本論文では以下の略語を用いた。 
 
BK チャネル: Large-conductance Ca2+-activated K+ channel 
CICR: Ca2+-induced Ca2+-release 
DBP: Diastolic blood pressure 
DHPR: Dihydropyridine receptor 
DMSO: Dimethyl sulfoxide 
DTT: Dithiothreitol 
DN-RyR3: Dominant-negative isoform of RyR3 
EC50: Half maximal effective concentration 
EGTA: O,O'-Bis(2-aminoethyl)ethyleneglycol-N,N,N',N'-tetraacetic acid 
FL-RyR3: Full-length RyR3 
GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GPCR: G protein-coupled receptor 
HEPES: 2-[4-(2-hydrOxytocinethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 
IP3R: Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor 
IP3R1: Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 
IICR: IP3-induced Ca2+ release 
IC50: Half maximal inhibitory concentration  
Kvチャネル: Voltage-dependent K+ channel 
Navチャネル: Voltage-dependent Na+ channel 
NCX: Na+/Ca2+ exchanger 
NCLX: Mitochondrial Na+/Ca2+ exchanger 
NP: Non-pregnant 
n.s.: Not significant 
MBP: Mean blood pressure 
MCU: Mitochondrial calcium uniporter 
Oxy: Oxytocin 
Pax: Paxilline 
PSS: Physiological salt solution 
P: Pregnant 
PG: Prostaglandin 
RyR: Ryanodine receptor 
RyR1: Ryanodine receptor type 1 
RyR2: Ryanodine receptor type 2 
RyR3: Ryanodine receptor type 3 
 
 
RyR3+/+: wild type mice (C57BL/6) 
RyR3-/-: Homozygous RyR3 gene deficient mice 
SR: Sarcoplasmic reticulum 
SERCA: Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 
SK チャネル: Small-conductance Ca2+-activated K+ channel 
STOC: Spontaneous transient outward current 
SBP: Systolic blood pressure 
RT-PCR: Reverse transcription-polymerase chain reaction 
TIRF: Total internal reflection fluorescence 
Uri: Urinary bladdar 
VDCC: Voltage-dependent Ca2+ channel 
[Ca2+]i: Intracellular Ca2+ concentration 
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3 型リアノジン受容体機能と細胞内 Ca2+濃度制御機構の解析 
松木 克仁 
 
平滑筋細胞において細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）変化は筋収縮や分泌、細胞死など多くの
生命現象に関与している。今回着目したリアノジン受容体（RyR）は細胞内 Ca2+貯蔵部で
ある筋小胞体（SR）上に発現し、SR から Ca2+を放出することで、[Ca2+]i 制御を担ってい
る。平滑筋において RyR は興奮時には Ca2+誘発性 Ca2+遊離（CICR）機構の起点となり収
縮を引き起こす。一方で、静止時には局所的な自発的 Ca2+遊離（Ca2+ spark）によって、
自発一過性外向き電流（STOC）を引き起こし、過分極させることで静止膜電位の安定化に
寄与しており、RyR による[Ca2+]i 制御は平滑筋の筋張力調節において重要な役割を果たし
ている。本研究では、子宮平滑筋、腸間膜動脈平滑筋という異なる平滑筋における 3 型 RyR
（RyR3）による[Ca2+]i制御機構を明らかとした。子宮平滑筋では、これまでに、妊娠期に
RyR3 の発現が増大し、収縮力を高めるという報告がなされていた。しかしながら、本研究
により、子宮平滑筋では RyR の活性が低く、筋興奮（脱分極）時の SR からの Ca2+放出や
筋収縮、および静止時の Ca2+ spark-STOC による膜電位調節機構の寄与が極めて少ないこ
とを明らかにした。また、妊娠期には発現が減少していることも明らかとなった。腸間膜動
脈平滑筋では、主にドミナントネガティブ型の RyR3 スプライスバリアント体（DN-
RyR3）によって RyR2 からの Ca2+遊離が抑制的に制御されており、①Ca2+ spark-STOC
活性の抑制による静止膜電位の制御と、②CICR 活性の抑制による興奮性の抑制という
2 つの機能により、血管平滑筋の張力調節機構に関与していることが明らかとなった。
本研究により、平滑筋では RyR2 や FL-RyR3、DN-RyR3 の発現比率によって細胞の興
奮性が調節されていると考えられ、平滑筋の興奮性制御及び、筋張力制御機構を解明す
る上で、重要な知見を提示した。 
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第 1 章 序論 
 
1. 細胞内カルシウムイオン(Ca2+)動態 
Ca2+は、すべての細胞や細胞外液に分布しており、その濃度変化により受精や神経
伝達物質などのエキソサイトーシス、遺伝子発現、筋収縮、細胞死、細胞増殖、記憶形
成といった様々な生理機能に情報伝達物質 (セカンドメッセンジャー)として関与して
いる。この細胞内 Ca2+濃度 ([Ca2+]i)を調節する機構として、細胞内外に種々のイオン
チャネル・トランスポーターが発現している。平滑筋での細胞外からの主要な Ca2+流
入経路としては、細胞膜上の電位依存性 Ca2+チャネル (VDCC)や、排出経路には
Na+/Ca2+交換輸送体 (NCX)や細胞膜 Ca2+-ATPase (PMCA) がある。細胞内では細胞内
小器官である筋小胞体 (SR) に発現するリアノジン受容体 (RyR) やイノシトール三リ
ン酸受容体(IP3R)が刺激によって Ca2+を放出し、[Ca2+]iを上昇させる。SR への Ca2+取
り込みには筋小胞体 Ca2+-ATPase (SERCA) が関わっている。また、ミトコンドリアに
発現する Na+/Ca2+交換輸送体 (NCLX)や Ca2+ユニポーター (MCU)によって Ca2+遊離
や貯蔵が行われている。これらのイオンチャネル及び、トランスポーターにより、[Ca2+]i
は静止時には約 100 nM 程度、収縮時には１〜数 µM に制御されている (図 1)。 
 
 
2. 細胞内 Ca2+ストア (筋小胞体)からの Ca2+放出機構 
SR からの Ca2+放出機構には、主に RyR と IP3R を介した 2 つの経路が存在する。
RyR は、細胞膜上の VDCC を介して細胞内へ流入した Ca2+によって活性化し、SR か
ら細胞質へ Ca2+を供給する (Ca2+誘発性 Ca2+遊離 (CICR)機構)[10, 39, 61]。一方で
IP3R は、G タンパク質共役型受容体 (GPCR)の活性化により産生されたイノシトール
3 リン酸によって活性化し、SR 内からの Ca2+放出を起こす (IP3 誘発性 Ca2+遊離 
(IICR)機構)[27, 39]。 
図 1 平滑筋組織の[Ca2+]i 
制御機構に関わるイオン
チャネル及び、トランス
ポーター 
平滑筋細胞の細胞膜、SR
膜、ミトコンドリアに発
現し、[Ca2+]i 制御機構に関
わる主要なイオンチャネ
ル及び、トランスポータ
ーを示した。 
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3. リアノジン受容体 
  RyR は SR 膜上で 4 量体を組むことでチャネル孔を形成するイオンチャネルであ
る。哺乳類では骨格筋型の 1 型 (RyR1)、心臓型の 2 型 (RyR2)、脳型の 3 型 (RyR3)
の 3 つのサブタイプが同定されている[43, 51]。各サブタイプ間の相動性は 65%程度に
なる。平滑筋においては、3 つのサブタイプすべての発現が報告されているが、その発
現は組織や種によりさまざまである[96]。 
骨格筋において、RyR1 はジヒドロピリジン受容体 (DHPR)と物理的にカップリン
グし、筋収縮に重要な役割を担っている[88]。運動神経の興奮による活動電位の伝搬は、
横行小管上の電位センサーである DHPR の構造を変化させる。これにより物理的にカ
ップリングしている RyR1 が開口して、SR から Ca2+が放出されることで筋収縮が起こ
る[4, 74]。RyR1 遺伝子欠損マウスでは、横隔膜筋の機能不全による呼吸不全が生じ、
新生致死の表現型を示す[85]。 
  RyR2 は平滑筋[35]や心筋[24]での CICR に必須であり、Ca2+シグナリングの増幅
機構として中心的な役割を担う。RyR2 遺伝子欠損マウスでは、未発達の SR に過剰に
Ca2+が蓄積することで小胞体やミトコンドリアの機能不全が生じ、胎生 10 日頃に心拍
動が停止することで胎生致死を示すことが報告されている[87]。 
  RyR3 は脳だけでなく、平滑筋や骨格筋、免疫細胞など多くの組織に発現している
[33]。しかし、その発現量は低く、他のサブタイプの RyR と比較して Ca2+感受性は低
いことが報告されている[89]。そのため、筋細胞においては細胞外からの Ca2+流入では
なく、RyR2 から CICR によって遊離された Ca2+によって活性化されて、 [Ca2+]iの増
幅に関与すると考えられている。また、新生児の骨格筋では横行小管が発達していない
ため、RyR3 が Ca2+濃度上昇の伝播を強めていることが報告されている[99]。RyR3 遺
伝子欠損マウス (RyR3-/-)は致死には至らないが、自発的運動量の異常 [86]や記憶学習
の異常[3, 30, 41]を生じる。また、脳の RyR3 遺伝子発現を抑制させることにより、う
つ症状が改善することが報告されている[31]。免疫系細胞においても RyR3 が発現して
おり、Jurkat T-cellではRyR3遺伝子を発現抑制することで、自発的な[Ca2+]i上昇 (Ca2+ 
oscillation)が減少することが報告されている[42]。十二指腸平滑筋細胞においても、
RyR3 発現をノックダウンすることで Ca2+ oscillation が消失することが報告されてお
り[19]、RyR3 が細胞内 Ca2+動態の制御に関与すると考えられている。 
 
4. 平滑筋組織におけるリアノジン受容体の役割 
膀胱や精管などの興奮性の高い平滑筋において、活動電位や神経伝達物質、機械刺
激などにより膜電位が脱分極し、VDCC が活性化されて細胞内に Ca2+が流入する。こ
れによりVDCC直下のSR膜上に局在するRyRが刺激され、局所的な[Ca2+]i上昇 (Ca2+ 
hotspot)が引き起こされる。この Ca2+ hotspot を起点として更なる CICR が誘発されて
3 
 
細胞全体の Ca2+濃度が上昇して筋収縮が起こる。この際、細胞膜上の大コンダクタン
ス Ca2+活性化 K+ (BK)チャネルが活性化され、過分極を引き起こすことで活動電位の
再分極相の形成と同時にVDCCに対して負帰還機構として働く[35, 36, 59, 64] (図2A)。
また、RyR は静止時の膜電位および筋張力の維持にも寄与する。静止時には、RyR か
らの一過性の局所的な Ca2+遊離 (Ca2+ spark)が発生し[13, 61]、近傍の細胞膜上に局在
する BK チャネルを活性化させる。これにより自発一過性外向き電流 (STOC) が発生
し[71, 103]、静止膜電位を過分極方向へと導くことで VDCC の活性を抑制し、[Ca2+]i
上昇を抑えることで、筋張力を安定化させている[9, 36, 64] (図 2B)。このように、RyR
と BK チャネルの機能的共役は、[Ca2+]i上昇に対する負帰還機構として平滑筋張力の制
御に重要な役割を担っている[36]。 
 
5. RyR3 とスプライスバリアント体 
RyR3 には複数のスプライスバリアント体の存在が報告されている[38]。この中で
も、エキソン 92 の膜貫通部位を含む 87 塩基が欠如した short-length 体の (図 3A,B)、
ホモ 4 四量体は Ca2+放出機能を持たず、野生型 RyR3 (full-length RyR3: FL-RyR3)や
RyR2とヘテロ 4量体を組むことでこれらの活性を抑制的に制御するドミナントネガテ
ィブ型スプライスバリアント体 (DN-RyR3)として働くことが報告されている[19, 20, 
38]。また、DN-RyR3 は平滑筋に特に多く発現している。DN-RyR3 は DN-RyR3 アル
ツハイマー病やパーキンソン病では、RyR からの Ca2+放出が病態形成に関与している
ことが報告されている[7, 28, 70]。アルツハイマー病モデル動物での RyR3 の発現増加
[82]やアミロイドβタンパク質による RyR3 の発現増加や機能亢進[81]、RyR3 からの
Ca2+放出が関連した神経細胞死[15]が報告されており、RyR3 が脳神経系疾患に関わる
図 2 平滑筋組織における RyR2 の機能 
A:脱分極により細胞膜上の VDCC が活性化して細胞内に Ca2+が流入する。この Ca2+が SR 膜上の
RyR2 を活性化し、SR からの局所的な Ca2+遊離 (Ca2+ hotspot)を起こす。その後、更なる CICR が引
き起こされて細胞全体の Ca2+濃度が上昇し、筋が収縮する。B :静止時には RyR からの自発性 Ca2+遊
離 (Ca2+ spark)により、細胞膜上の BK チャネルが活性化され、膜が過分極して VDCC 活性を低下さ
せることで、平滑筋が弛緩方向へ導かれる。  
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ことが示唆されている。興味深いことに、健常なヒトの脳組織には、マウスでは確認さ
れていない DN-RyR3 の発現が確認されており、アルツハイマー病患者由来の脳組織で
は、DN-RyR3 の相対的発現量が減少することで RyR3 を介した Ca2+放出能の亢進を引
き起こすと考えられている[11]。 
 
6. 妊娠に伴う子宮平滑筋の変化 
子宮平滑筋は妊娠の維持や、陣痛・分娩などにおいて重要な役割を担う。子宮平滑
筋は自発能を有する興奮性の高い平滑筋であり、一定リズムで収縮と弛緩を繰り返して
いる[97]。また、妊娠期には細胞自体が大きく肥大化して収縮力が増大することから、
多くの細胞内小器官やタンパク質発現が変化すると推測される。分娩開始の機序として、
以下に示す通りいくつかの説がある。 
1) プロゲステロン消退説：ラットやマウスでは、プロゲステロンが膜過分極や Ca2+チ
ャネル活性の阻害により筋収縮を抑えている。妊娠末期にプロゲステロンが消退すると
筋収縮の抑制が解除されて分娩が引き起こされると考えられている。プロゲステロン受
容体 (PR)には 2 つのサブタイプ (PR-A,PR-B)があり、分娩時には抑制性のサブタイプ
である PR-A の発現比率が増加することで相対的にプロゲステロンの作用が減少する
と考えられている[47]。 
2) オキシトシン説：オキシトシンは分娩促進薬として用いられている。妊娠後期には
オキシトシンの血中濃度が増加や、血中オキシトシン濃度のパルス状変化の頻度が増大
するといった報告[29]があり、分娩を引き起こしているとされている。また、胎盤や脱
図 3 DN-RyR3 の構造 
DN-RyR3 のホモ 4 量体は Ca2+放出能を欠失している。DN-RyR3 は FL-RyR3 や RyR2 とヘテロ 4 量
体を形成して、機能を低下させる。A:DN-RyR3 は膜貫通領域の exon 92 を 87 塩基欠損している。
B:DN-RyR3 の構造模式図を示した。膜貫通部位 S1 領域を欠損している。 
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落膜からもオキシトシンが産生されることから、局所での濃度変化も重要であると考え
られている[104]。一方で、妊娠後期にオキシトシンの血中濃度が変化しないという報
告や[44, 66, 73]、オキシトシンを遺伝子操作により欠損させたマウスでも分娩・出産が
可能なことが報告されており[62]、意見が分かれている。 
3) プロスタグランジン (PG)説：胎盤、絨毛膜、脱落膜などで PG は産生され、分娩時
に PG 濃度が増加することが報告されている[54]。経腟分娩症例の羊膜では帝王切開症
例の羊膜に比べ PG 量が多いとされており、分娩の促進に関わると想定されている[12]。
また、早産の原因としても関わると考えられており、細菌など何らかの感染により炎症
が起きることで PG が産生され、早期に分娩が開始されることが原因の 1 つと考えられ
ている。 
4)イオンチャネル発現変化説：子宮平滑筋細胞は妊娠に伴い体積を増加させ、細胞内小
器官や、イオンチャネル発現が大きく変化することが報告されている[93]。特に、収縮
に関係する Ca2+チャネルや、静止膜電位の安定化に関与する K+チャネル等の発現が変
化し、分娩が開始される可能性が示唆されている。例えば、小コンダクタンス Ca2+活性
化 K+ (SK)チャネルのうち 3 型 (SK3)は、マウス子宮平滑筋において妊娠後期から末期
に発現が減少して膜電位を脱分極させて、筋収縮を増強させる。一方、SK3 を過剰発現
させると分娩遅延が引き起こされる[72]。このようにイオンチャネルの発現変動による
膜電位の変化が子宮平滑筋の収縮力を制御すると考えられている。 
子宮平滑筋に発現する RyR の主要なサブタイプは 3 型であり、非妊娠子宮 (NP)
において Ca2+過剰負荷時に Ca2+遊離チャネルとして機能することが報告されている
[53]。また、妊娠時に FL-RyR3 の発現が増大し、収縮力を高め、分娩を促進している
という報告もある[18]。一方で、RyR の活性化薬である Caffeine により、子宮平滑筋
は収縮せずむしろ弛緩するという報告もされており[76]、子宮平滑筋における RyR3 の
生理的意義については不明な点が多い。 
 
7. Ca2+による血管平滑筋の張力制御 
血管平滑筋は伸展刺激や神経終末・血管内皮細胞・血漿中からの様々な生理活性物
質により制御を受けている。興奮性の低い弾性動脈である胸部大動脈平滑筋の筋収縮は、
主に GPCR 刺激による IICR 機構によって引き起こされる。一方で、興奮性の高い抵抗
血管 (例えば、腸間膜動脈など)では、VDCC 発現量が高くなるため膜電位変化が筋収
縮性の制御に重要となる[92]。先述した Ca2+ spark-STOC 経路 (図 2B)は、血管平滑筋
の膜電位形成に重要であり、VDCC 活性を制御することで筋張力の維持に関与する。実
際に、BK チャネル阻害薬である Paxilline や RyR 阻害薬である Ryanodine 存在下で
は血管が収縮する[61]。 
BK チャネルが生理的な膜電位の範囲内で活性化するには、[Ca2+]i が数M まで上
昇する必要がある。血管平滑筋では Ca2+マイクロドメインと呼ばれる Ca2+チャネルと
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その効果器が局所に集約し Ca2+動態が密接に制御された領域が細胞内に形成されてお
り  [2, 69]、その中で BK チャネルは RyR (loose-coupling)[16]や VDCC (tight-
coupling)[83]と複合体を形成して効率的に活性化される。これらの複合体の形成により、
膜脱分極後の再分極相の形成や、筋静止時の Ca2+ spark と連携した STOC 発生が可能
となる。 
大動脈平滑筋では DN-RyR3 が発現していること[38]や、自然発症型高血圧ラット
の血管平滑筋において Caffeine 誘発性の Ca2+遊離が亢進していること[60]、モノクロ
タリン誘発性肺高血圧モデルラットの肺動脈平滑筋でRyR3発現が上昇すること[98]な
どから、RyR3 が正常時および病態時の血管平滑筋の筋張力制御に関わっている可能性
がある。血管平滑筋における RyR3 の機能を解明することは、血管張力調節機構の理解
や新たな治療ターゲットの発見につながると期待される。 
 
8. 本研究について 
RyR3 は平滑筋の細胞内 Ca2+濃度制御機構として筋張力の制御を担う重要なイオ
ンチャネルである。しかしながら、多くの組織において生理的意義は明らかとなってい
ない。本研究では、RyR3 による細胞内 Ca2+濃度制御機構を明らかにすることを目的と
し以下の 2 点の研究を行った。 
 
① RyR3 による細胞内 Ca2+濃度制御機構が重要であると考えられている子宮平滑筋
における生理的意義の解明を目的とし、非妊娠・妊娠マウス及び RyR3 遺伝子ホモ
欠損マウスを用いて実験を行った。(3-1 子宮平滑筋における RyR3 の生理的意義
の解明) 
 
② 腸間膜動脈平滑筋におけるRyR3による筋張力制御機構を解明するためにRyR3遺
伝子ホモ欠損マウスを用いて実験を行った。(3-2 腸間膜動脈平滑筋における
RyR3 の生理的意義の解明) 
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第 2 章 実験方法 
 
1. 実験動物 
C57BL/6 由来 RyR3 遺伝子欠損マウス (RyR3-/-)は京都大学大学院薬学研究科生体
分子認識学分野 竹島浩教授らが作製したものを用いた[86]。対照動物として日本 SLC
から購入した野生型 C57BL/6 マウス (RyR3+/+)を用いた。子宮平滑筋を使用した実験
では、8～20 週齢の雌マウスを使用し、8～26 週齢の雄マウスと交配することで妊娠マ
ウスを作製した。妊娠子宮平滑筋は 18 日目の初産マウスから摘出した。血管平滑筋を
用いた実験では 8～12 週齢の雄マウスを使用した。すべての実験は名古屋市立大学倫
理委員会による承認を受けており、実験動物に関する日本薬理学会指針に従った。 
 
 
2. RNA 抽出及び RT-PCR 法 
頸椎脱臼により屠殺したマウスを開腹し、組織を摘出した。Acid guanidium 
thiocyanate-phenol-chloroform extraction (AGPC 法) [14]により total RNA を抽出し、
OD260 から RNA 濃度を計算した。RNA 10.5 µg から ReverTra Ace qPCR RT Master 
Mix with gDNA Remover (TOYOBO, Osaka, Japan)を用いて cDNA を合成した[65]。
得られた cDNA に対して、目的の遺伝子を特異的に検出するように設計したプライマ
ーを用いて PCR を 35 cycle 行い、電気泳動後にエチジウムブロマイドで染色してバン
ドの確認をした。 
 
3. リアルタイム PCR 法 
  上述の方法で cDNA を合成し、リアルタイム PCR 法を行った。リアルタイム PCR
法は LightCycler 96 System (Roche, Basel, Switzerland)を用いた。SYBR Green 法 
(SYBR Premix Ex taq; TaKaRa, Shiga, Japan)により、標的遺伝子の mRNA 発現量を
内在性標準物質 (GAPDH)の mRNA 発現量に対する比として表した。使用したプライ
マー配列は以下に示す通りである。  
total RyR3 (NM_177652.2)  
(forward: AACCTGAGTTCACGACAAGCTACA) 
図 4 RyR3-/-の遺伝子型判別  
マウスからゲノム DNA を抽出して遺伝子
型の判別を行った。RyR3-/-は約 1500bp に、
RyR3+/+は約 370bp にバンドが出るように
プライマーを設定した。 
RyR3-/- RyR3+/+ 
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(reverse: CTTCGTGCACAAAAGCCAAGT) 
FL-RyR3 (NM_177652.2) 
(forward: CCTGAGGTTCCTTGCTCTGTTT) 
(reverse: CATCCTCTGTCTCTTCCTCTAAAGGT) 
DN-RyR3 (NM_177652.2) 
(forward: TGAGAAGCCAGAAGCCTTTATG) 
(reverse: GGTTCTTCAGTGACCAATAACTTG) 
RyR1 (NM_009109.2) 
(forward: ATTACAGAGCAGCCCGAGGAT) 
(reverse: AGAACCTTCCGCTTGACAAACT) 
RyR2 (NM_023868.2) 
(forward: CCATTCAAGTGGCGAAGCA) 
(reverse: CATGAAGGAAGCCCACAACA) 
GAPDH (NM_001289726.1) 
(forward: CATGGCCTTCCGTGTTCCT) 
(reverse: CCTGCTTCACCACCTTCTTGA) 
BK (NM_001253358.1) 
(forward: GCATTGGTGCCCTCGTAATATAC) 
(reverse: CGTTGAAAGCCATGTCGATCT) 
VDCC (NM_009781.4) 
(forward: ACCTGGAACGAGTGGAGTATCTCTT) 
(reverse: TCCAACCATTGCGGAGGTAA) 
SERCA2 (NM_001110140.3) 
(forward: AGTTCATCCGCTACCTCATCTCA) 
(reverse: CACCAGATTGACCCAGAGTAACTG) 
IP3R1 (NM_010585.5) 
(forward: GGACCGGACAATGGAACAGAT) 
(reverse: CATCCCGCTCTGTGGTGTAAT) 
NCX (NM_011406.3) 
(forward: CAGCTTCAAGAACATCCGTACTAG) 
(reverse: CTAGGACGAGCTGCAAGATGAC) 
 
4. ウェスタンブロッティング法 
摘出した組織を、プロテアーゼ阻害剤 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)を加えたホモ
ジェナイズバッファー中で破砕した。遠心により核分画を除去したタンパク質溶液を取得した。
タンパク質濃度はタンパク質定量キット (Bio-Rad, Hercules, USA)により測定した。タンパク
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質試料 (30~50 μg/lane)を 7.5% SDS-PAGEにより分画化し、PVDF膜 (GE Healthcare, 
Tokyo, Japan)に転写した。PVDF膜は PBS/0.1% Tween20 (Tween-PBS)に 2% アルブミ
ンを加えた溶液で 4℃、１晩ブロッキングした後、それぞれ特異的な一次抗体を加えた
Tween-PBS に浸して 24 時間インキュベートした (4℃)。それぞれの PVDF 膜に対して
Tween-PBSで 10分間の洗浄を 3回繰り返した後、各一次抗体に対応した二次抗体で 1時
間インキュベートした (4℃)。その後、さらに Tween-PBSで 10分間の洗浄を 3回繰り返した
後、ECL検出システム (GE Healthcare)、Image Reader (Las3000; FUJIFILM、Tokyo, 
Japan)を用いて可視化した。 
 
一次抗体は次のような希釈倍率で使用した。 
抗 RyR抗体 (GeneTex inc., CA, USA); 1:500 
抗β-actin抗体 (Sigma-Aldrich); 1:4000 
二次抗体として下記のものを用いた。 
抗マウス IgG-HRP 標識抗体  (Chemicon International Inc., Temecula, USA);  
1:5000 
 
5. 収縮力測定 
頸椎脱臼により屠殺したマウスを開腹し、子宮を取り出した。Ca2+, Mg2+除去Krebs
溶液中に浸し、子宮角中央部を取り出した。子宮角に沿って縦に開き、内膜の除去を行
った。そして、長さ 1 cm 程度、幅 1 mm 程度の組織標本を作製した。組織標本の一端
を Krebs 溶液で満たした容量約 5 ml のバス内に固定した。もう一端を本研究室で作製
したトランスデューサー [37]に接続して、300 mg の張力をかけて固定した。その後、
張力が安定化するまで 30 分以上静置し、張力が安定してから測定を開始した。トラン
スデューサーにより測定した収縮力変化は増幅器を介して、ペンレコーダー (FBR-
2510; 東亜電波工業, Tokyo, Japan) に記録した。バス内の灌流液の温度は 36±1℃に
調整した。薬物はすべてバス内液に滴下して投与した。また、自発収縮の測定は、薬品
投与前後における収縮力の大きさを計測し、その平均を示した。 
 
6. 単離平滑筋細胞の調整 
 (1) 子宮平滑筋細胞 
内膜を除去した子宮角中央部を 4℃の Ca2+除去 PSS 溶液中で 10 分間冷却し、続
いて 0.1% Papain (Sigma-Aldrich)、0.1% dithiothreitol (DTT)(Wako, Tokyo, Japan)
を含んだ 4℃の Ca2+除去 PSS 溶液で 30 分間酵素処理した。その後、0.1% Collagenase 
(Wako)を含んだ 37℃の 100 µM Ca2+ PSS 溶液で 25 分間酵素処理した。酵素を含まな
い Ca2+除去 PSS 溶液で数回洗浄し、先を丸めたガラス管で数回ピペッティングして細
胞懸濁液を得た。得られた細胞は単離後 2 時間以内に使用した。 
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 (2) 膀胱平滑筋細胞 
マウスより取り出した膀胱を Ca2+除去 PSS 溶液中に浸し、脂肪等の余分な組織を
切除した後、切り開いて内膜を除去した。これを 37℃で 10 分間保温したのち、0.1% 
Papain (Sigma-Aldrich)、0.1% DTT (Wako)、0.1% BSA (Sigma-Aldrich)を含んだ 37℃
の Ca2+除去 PSS 溶液で 20 分間酵素処理した。その後、0.2% Collagenase (Wako)、
0.1% BSA (Sigma-Aldrich)を含んだ 37℃の 100 µM Ca2+ PSS 溶液で 10~15 分間酵素
処理した。酵素を含まない Ca2+除去 0.1% BSA (Sigma-Aldrich)入り PSS 溶液で数回
洗浄し、先を丸めたガラス管で数回ピペッティングして細胞懸濁液を得た。得られた細
胞は単離後 2 時間以内に使用した。 
 (3) 腸間膜動脈平滑筋細胞 
マウスより取り出した腸間膜動脈を Ca2+、Mg2+除去 Hanks’溶液中に浸し、脂肪等
の余分な組織を切除した。これを 37℃の Ca2+、Mg2+除去 Hanks’溶液中で 10 分間保温
した後、0.1% Papain (Sigma-Aldrich)、0.4% Collagenase (Wako)を含んだ37℃のCa2+、
Mg2+除去 Hanks’溶液で 45 分間酵素処理した。その後、酵素を含まない Ca2+、Mg2+除
去 Hanks’溶液で数回洗浄し、先を丸めたガラス管で数回ピペッティングして細胞懸濁
液を得た。得られた細胞は単離後 2 時間以内に使用した。 
 
7. 細胞内 Ca2+濃度 ([Ca2+]i)測定 
 (1) Caffeine 感受性の測定  
[Ca2+]i の測定には高速冷却 CCD カメラ蛍光画像解析システム (ARGUS/HiSCA) 
(Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan) を用いて、Ca2+蛍光指示薬 fura-2 AM の
蛍光変化を観察した。測定用のバス中の細胞懸濁液に対して、fura-2 AM を最終濃度が
10 M になるように加え、30 分間色素を細胞内に取り込ませた。その後、HEPES 緩
衝溶液により色素を洗浄した後、測定を行った。実験は 34±1℃で行った。細胞内の fura-
2 AM を 340 nm 及び 380 nm の光で励起させ、各々の 510 nm の蛍光をカメラで 2.27 
s 毎に取得し、蛍光強度比 (F340/F380)を算出して[Ca2+]iを解析を行った。 
 (2) CICR 機構の測定 
高速走査型共焦点レーザー顕微鏡 (A1R/Ti-E; Nikon, Tokyo, Japan)を用いて
[Ca2+]i測定を行った。Ca2+蛍光指示薬として 100 µM fluo-4 を使用した。fluo-4 を含む
記録電極内液を用いて平滑筋細胞にホールセルパッチクランプ法を適用し、細胞内に
fluo-4 を導入した。60 倍の油浸対物レンズ (Plan Apo 60×1.40 oil immersion; Nikon)
を通してアルゴンレーザー (488 nm)により励起した。光電子倍増管を用いて 515 nm
以上の蛍光を取得した後、NIS Element ソフト (AR 3.2; Nikon)上で蛍光画像を再構築
して表示した。[Ca2+]i は刺激前の蛍光強度を F0とし、刺激時の蛍光強度との比 (F/F0)
で示した。本実験系ではバンドスキャンモードを用いて 1/4 の画面を 120 flames/s (512 
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pixels×128 pixels, 0.13 µm/pixel)で走査した。焦点面は細胞の面積が 1 番広く見る面
で記録した。解析は NIS Element で行い、蛍光画像は擬似カラー表示した。 
 (3) Ca2+ spark の測定 
全反射蛍光 (TIRF)顕微鏡 (TE200-U; Nikon)を用いて[Ca2+]i 測定を行った。Ca2+
蛍光指示薬として fluo-4 AM を使用した。測定用のバス上で細胞懸濁液に最終濃度が
10 µM になるように fluo-4 AM を加え、10 分間細胞内に取り込ませた。その後、HEPES
緩衝溶液で洗浄した後、測定を行った。実験はすべて室温 (23±1℃) で行った。測定で
は、倒立型顕微鏡 (ECLIPSE TE2000-U; Nikon)と油浸対物レンズ (CFI Apo TIRF 60
×/1.45, oil immersion; Nikon)、EM-CCD カメラ (C9100-12; Hamamatsu Photonics)
を用いて、488 nm のアルゴンレーザーで励起させた fluo-4 の蛍光を B-2A フィルター 
(DM505, BA520; Nikon)を介して取得した。子宮および膀胱平滑筋細胞の実験では、蛍
光画像を 27 ms 毎に取得した。得られた蛍光画像を AQUACOSMOS software (version 
2.6; Hamamatsu Photonics)上で再構築して表示した。腸間膜動脈の実験では 30 ms 毎
に画像を取得し、NIS-Elements (AR 4.5; Nikon)上で再構築して表示した。蛍光強度変
化を直径約 2 µm の範囲で平均値を測定し、Ca2+ spark が起きていない状態を F0とし
て規格化した。 
 
8. 膜電流測定 
平滑筋単離細胞における膜電流測定には、Hamil らにより確立された whole-cell 
patch clamp 法を用いた[34]。記録電極には外径 1.04 ~ 1.06 mm の芯入りガラス管か
ら 2 段式電極製作機 (PB-7; 成茂科学器械研究所, Tokyo Japan)又はマイクロピペット
プラー (P-1000; Sutter Instrument, Novato, USA)を用いて作製し、顕微鏡下で先端を
熱加工した。実験には先端の直径が約 1 m、細胞内液充填時の電極抵抗が 2~5 Mの
記録電極を用いた。倒立顕微鏡のステージ上に設置したチャンバーに単離細胞懸濁液を
用意し、実験溶液を灌流し、電位固定下において電流の記録を行った。電流測定時にお
ける記録電極の動作には水圧式微動マニピュレータ (MMW-203; 成茂科学器械研究
所)を用いた。 
 測定した電流は微小電流用増幅器 (EPC-7; HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, 
Germany 及び CEZ-2400; 日本光電, Aichi, Japan)を用いて増幅し、A-D 変換器 
(Digidata 1440A; Molecular Devices, San Jose, USA)、Clampex ソフトウェア (Ver 
10.2; Molecular Devices)を用いてコンピュータ上に記録した。データの解析は
Clampfit ソフトウェア (Ver 10.2; Molecular Devices)及び Origin (Ver 6.0J; Microcal 
Software, Northampton, USA)を用いて行った。使用した細胞内液、細胞外液は「11. 
溶液組成」に記述した。 
 
9. 非観血的血圧測定 
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マウスを布製のホルダーで固定し、尻尾を非観血式血圧測定器 (Softron BP-98A)の
測定部位に挿入し、保温された (37±1℃)槽内に静置した。本実験では、マウスが静止
し、脈拍が安定するのを待ってから測定を 3 回行い、平均値を取得した。 
 
10. 腸間膜動脈床を用いた灌流圧測定 
頸椎脱臼により屠殺したマウスを開腹し、直腸付随の血管と盲腸へと向かう血管を
結紮した。そして、腸間膜を切断しながら腸間膜動脈を腸管から引き離し、腹部大動脈
の一部とともに切り取り、Ca2+, Mg2+除去 Kreb’s 溶液に浸した。腹部大動脈部位の周辺
組織を取り払い、腸間膜動脈第一分枝結合部分とは反対側から腹部大動脈を切り開き、
そこから腸間膜動脈第一分枝にカニューレとして注射針 (23G・TERUMO, Tokyo, 
Japan) を挿入し、結紮した。そして、圧トランスデューサーへと接続し、Kreb’s 溶液
を流すことにより灌流圧を測定した。神経遮断には以下の薬物を使用した (M): 1 
atropine, 1 phentolamine, 1 propranolol, 10 suramin。圧トランスデューサー 
(MP5100 (TW); Edwards Lifescience, CA, USA)を介した昇圧反応はペンレコーダー 
(FBR-2510; 東亜電波工業) に記録した。灌流液の温度は 36±1℃に調整して行った。 
 
11. 溶液組成 
・細胞単離用 
Ca2+除去 PSS 溶液： 60 mM NaCl, 6 mM KCl, 85 mM Na+ glutamate, 2 mM MgCl2, 
10 mM glucose, 10 mM HEPES (pH 7.3 with NaOH)  [32] 
Ca2+、Mg2+除去 Hanks’溶液：137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.17 mM Na2HPO4, 0.44 mM 
KH2PO4, 4.2 mM NaHCO3 and 5.6 mM glucose 
・収縮力、灌流圧測定用 
Krebs 溶液：112 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 1.2 mM 
KH2PO4, 25 mM NaHCO3, 14 mM glucose (pH 7.4 with 95% O2 & 5% CO2) 
・膜電流測定、[Ca2+]i測定用の細胞外液 
HEPES 緩衝溶液：137 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 
mM glucose, 10 mM HEPES (pH 7.4 with NaOH) 
・STOC 測定用の細胞内液 
140 mM KCl, 4 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 2 mM Na2ATP, 0.05 mM EGTA (pH 
7.2 with KOH) 
・Ca2+チャネル電流測定用 
細胞外液：92 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 30 mM BaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM glucose, 
10 mM HEPES (pH 7.4 with NaOH),  
細胞内液：120 mM CsCl, 20 mM tetraethylammonium Cl, 4 mM MgCl2, 10 mM 
HEPES, 30 mM BAPTA, 2 mM Na2ATP (pH 7.2 with CsOH) 
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・BK チャネル電流測定用 
細胞外液：137 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM 
glucose, 10 mM HEPES , 0.1 mM CdCl2 (pH 7.4 with NaOH) 
細胞内液：140 mM KCl, 2.8 mM MgCl2, 4.2 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 2 mM 
Na2ATP, 5 mM EGTA (pH 7.2 with KOH) pCa 6.0 
・細胞内 Ca2+濃度・膜電流同時測定用の細胞内液 
140 mM KCl, 4 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 5 mM Na2 ATP, 0.1 mM fluo-4 (pH 7.2 
with KOH) 
 
12. 使用薬物 
試薬の購入・入手先一覧を示した。 
Caffeine, Ryanodine, Cadmium chloride (Wako) 
Tetracaine, Atropine, Phentolamine, Propranolol, Suramin, Nifedipine (Sigma-
Aldrich) 
EGTA, HEPES, BAPTA (同仁化学研究所, Kumamoto, Japan) 
Oxytocin (PEPTIDE INSTITUTE, Osaka, Japan) 
Paxilline (Tocris Bioscience, Bristol, UK) 
BayK8644 (Funakoshi, Tokyo, Japan) 
 
13. 統計処理 
実験結果はすべて平均値±標準誤差として表記した。二群の平均値の差を検定する
ときには F 検定後に Student 及び Welch の t 検定を用いた。多群比較には ANOVA 後
Tukey 検定を用いた。は 5%、は 1%で有意差があることを示す。また、n.s.は有意
差がないことを示す。用量-作用曲線の作成には、収縮力の最大値及び蛍光強度の最大
値 (Fmax)を 1 として規格化し、それぞれを Hill の式; y=1/[1+ (D/[EC50])n]または y=1- 
(1/[1+ (D/[IC50])n])でフィッティングを行った。D は薬物濃度。EC50は半数効果濃度。
IC50は半数阻害濃度。n は Hill 係数。 
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第 3 章 結果及び考察 
3-1 子宮平滑筋における RyR3 の生理的意義の解明 
 
3-1-1. マウス子宮平滑筋細胞における自発収縮及び自発性[Ca2+]i 上昇に対する RyR
の寄与 
マウス非妊娠子宮平滑筋(NP)と妊娠子宮平滑筋 (P)におけるリアノジン受容体 
(RyR)の機能を調べるため、自発収縮をしている子宮筋条片に対し、RyR 阻害薬である
50 M Ryanodine の作用を検討した。図 5A には薬物の投与前後での自発収縮を示し
た。一定の自発収縮を起こしている子宮条片に対し Ryanodine を 10 分間作用させた。
また、Ryanodine は最終濃度が 5 mM となる Dimethyl Sulfoxide (DMSO) に溶解した
ため、5 mM の DMSO 投与時を対照として比較した。収縮力の大きさ・頻度について
解析した結果を図 5B, C に示した。Ryanodine と DMSO を投与する直前 10 分間の状
態を 1 として計測した。その結果、NP・P の両群において自発収縮の大きさに有意な
差は見られなかった (NP: DMSO 0.93±0.05, n=4,; Ryanodine 0.97±0.04, n=4; P : 
DMSO 1.29±0.27, n=4; Ryanodine 1.28±0.07, n=4; n.s.: p>0.05, 図 5B)。また収縮頻
度についても解析を行ったところ有意な差は見られなかった (NP: DMSO 0.87±0.05; 
Ryan 1.00±0.06; P: DMSO 1.14±0.10; Ryanodine 1.05±0.09; n.s.: p>0.05, 図 5C)。 
図 5 マウス子宮平滑筋自発収縮に対する RyR の寄与 
自発収縮を行っている子宮平滑筋条片に対し RyR 遮断薬である 50 µM Ryanodine を投与し、RyR の
寄与を検討した。 
A:自発収縮を行っている子宮平滑筋条片に対し Ryanodine とコントロールとして溶媒である DMSO
を投与した際の原図を示した。上段には NP、下段には P を示した。B:薬物投与前を 1 として投与後
の自発収縮の大きさを DMSO 投与群と Ryanodine 投与群で比較した。C:薬物投与前を 1 として投与
後の自発収縮の頻度を DMSO 投与群と Ryanodine 投与群で比較した。 
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図 6A では単離した子宮平滑筋細胞に対して fura-2 AM を取り込ませ、自発性
[Ca2+]i上昇(Ca2+ oscillation)を測定した。これらの細胞に対し RyR 阻害薬である 10 µM 
Tetracaine を作用させ、その反応性を調べた。薬物を投与する直前の状態を 1 として
計測した。その結果、NP と P において Tetracaine による薬理作用は見られなかった 
(NP: 1.03±0.26, n=3; P: 1.06±0.12, n=3, 図 6B)。以上より、自発収縮および Ca2+ oscillation
は RyR の阻害薬によっては抑制されなかったことから、RyR はこれらの現象に寄与が
極めて少ないことが示された。 
 
 
  
図 6 マウス子宮平滑筋細胞における自発性[Ca2+]i 上昇に対する RyR の寄与 
Ca2+ oscillation を行っている子宮平滑筋細胞に対し RyR 遮断薬である 10 µM Tetracaine を投与し、
RyR の寄与を検討した。 
A :自発性[Ca2+]i 上昇を行っている子宮平滑筋細胞に対し Tetracaine を投与した際の原図を示した。上
段には NP、下段には P を示した。B :薬物投与前を 1 として投与後の自発性[Ca2+]i 上昇の大きさを NP、
P 両群で比較した。 
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3-1-2. マウス子宮平滑筋における Caffeine 感受性の測定 
マウス子宮平滑筋細胞に発現する RyR の Caffeine 感受性について検討した。比較
対象として膀胱平滑筋 (Uri) を用いた。Uri は、Caffeine の投与により図 7A のような
[Ca2+]i上昇が観察されたが、子宮平滑筋細胞ではほとんど[Ca2+]i上昇が観察されなかっ
た。10 mM Caffeine により[Ca2+]i上昇が観察された細胞の割合 (図 7B)を測定した。
ここでは、Caffeine 投与後に 140 mM K+ HEPES 緩衝溶液に反応を示した細胞のみを
解析対象とした。その結果、Uri では、90％の細胞が反応を示したのに対し、NP では
3%の細胞でのみ反応を示した。P では全ての細胞で反応を示さなかった。以上より、マ
ウス子宮平滑筋に発現する RyR には Caffeine 感受性が極めて低いことが示された。 
 
  
図 7 マウス子宮平滑筋細胞における Caffeine の感受性 
子宮平滑筋細胞に対し RyR 活性化である 10 mM Caffeine を投与し、反応した細胞数を算出して
Caffeine 感受性について検討した。140 mM K+ HEPES 溶液を測定後に反応させることで反応性を有
する細胞を選択した。左から膀胱平滑筋 (Uri)、非妊娠子宮平滑筋細胞(NP)、妊娠子宮平滑筋細胞 (P)
を示した。 
A:Caffeine による[Ca2+]i 変化の原図を示した。140 mM K+ HEPES 溶液により脱分極させ、反応した
細胞を解析対象とした。B:Caffeine で反応した細胞の割合を示した。 
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3-1-3. マウス子宮平滑筋の自発収縮における VDCC の寄与 
妊娠による、主要な Ca2+流入経路である電位依存性 Ca2+チャネル (VDCC)機能の
変化について検討するために、自発収縮をしている子宮筋条片に対し VDCC 遮断薬で
ある Nifedipine を投与した。1 nM から 100 nM まで Nifedipine を累積投与し、自発
収縮に対する作用を検討した (図 8A)。薬物投与前の収縮力の大きさを１として薬物の
作用を規格化した。得られた結果から用量－作用曲線を作成して IC50 の値を算出し、
NP と P で Nifedipine の感受性を比較した。その結果、NP と P の両群において自発
性収縮は Nifedipine の濃度依存的に抑制された。しかし、Nifedipine 感受性について
両群に有意な差は見られなかった (IC50: NP 20.0±2.8 nM, n=3; P 25.0±9.8 nM, n=3; 
n.s.: p>0.05; Hill 係数: NP 1.20±0.36; P 1.34±0.35; n.s.: p>0.05, 図 8B)。 
 
 
 
 
3-1-4. マウス子宮平滑筋における VDCC 発現の解析 
単離した子宮平滑筋細胞に対しホールセルパッチクランプ法を適用し、膜電位固定
下で膜電流の測定を行った。細胞内液は K+を Cs+に置換し、さらに K+チャネル阻害薬
である TEA-Cl を加えることで K+電流を阻害した。細胞外液は Ca2+を Ba2+に置換する
ことで電流を増強し測定を行った。測定した電流と Ca2+チャネルの阻害薬である 100 
µM Cd2+を作用させた際の電流の典型原図を図 9A に示した。Cd2+感受性電流の電流密
度-電圧曲線を図 9B、流れた電流の最大値がみられた+20 mV における電流密度及び細
胞容量を図 9C に示した。P では VDCC 電流量は NP と比較して有意に増大するもの
の、細胞容量も同時に増大するために、電流密度としては有意な変化は見られなかった 
図 8 マウス子宮平滑筋の自発収縮に対する Nifedipine の作用 
自発収縮を行っている子宮平滑筋条片に対し、VDCC 特異的阻害薬である Nifedipine を投与して、自
発収縮に対する VDCC を介した細胞外からの Ca2+流入の寄与について検討した。 
A:自発収縮を行っている子宮平滑筋条片に対し、1 nM から 100 nM まで Nifedipine を累積投与した
際の収縮原図を示した。B:投与前の収縮力の大きさを 1 として作成した用量―作用曲線を示した。 
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(電流密度: NP -13.2±1.4 pA/pF, n=3; P -13.3±1.9 pA/pF, n=5; n.s.: p>0.05; 細胞容量: 
NP 13.1±3.2 pF; P 68.7±6.6 pF; p<0.01, 図 9C)。 
 
3-1-5. マウス子宮平滑筋における CICR 活性の解析 
脱分極刺激時の Ca2+誘発性 Ca2+遊離 (CICR)活性に対する RyR の寄与について検
討した。ホールセルパッチクランプ法により膜電流を測定するのと同時に、記録電極内
に fluo-4 を負荷し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて脱分極刺激時の[Ca2+]i 変化を測定
した。また、電極内液に 10 µM Ryanodine を投与することで RyR を阻害し、[Ca2+]i上
昇に対するRyRの寄与調べた。図 10Aには非妊娠・妊娠時のコントロールとRyanodine
存在下の、膜電流および fluo-4 の蛍光強度変化の原図を示している。図 10B,C には+10 
mV での蛍光強度変化及び最大電流を示している。その結果、非妊娠・妊娠時を比較し
た際にコントロールの蛍光強度 (NP: 1.28±0.16, n=5; P: 2.41±0.72, n=4; n.s.: p>0.05)
及び最大電流 (NP: 6.79±0.10 pA/pF, n=5; P: 4.00±0.39 pA/pF, n=4; n.s.: p>0.05)に有
図 9 マウス子宮平滑筋における VDCC 機能解析 
ホールセルパッチクランプ法を用いて、妊娠に伴うマウス子宮平滑筋細胞の VDCC 電流量の変化を検
討した。 
A:+20 mV における VDCC 電流及び、Cd2+投与後の電流の典型例を示した。保持電位-60 mV で-70 
mV から+40 mV まで 20 s ごとに+10 mV ずつ電位を変化させた。B:得られた電流の電流密度－電圧
曲線を示した。C:+20 mV における NP、P の電流密度及び、細胞容量の比較を示した。**p<0.01 vs. 
NP. 
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意な変化は見られなかった。また、Ryanodine 負荷による蛍光強度 (NP: 0.99±0.08, n=3, 
P: 2.21±0.25, n=3; n.s.: p>0.05)および、最大電流値 (NP: 9.06±3.74 pA/pF, n=3; P: 
4.36±0.83 pA/pF, n=3; n.s.: p>0.05)に有意な変化は見られなかった。 
 
3-1-6. マウス子宮平滑筋における BK チャネル発現の解析 
大コンダクタンス Ca2+活性化 K+ (BK)チャネル電流の測定を行った。子宮平滑筋
細胞に対しホールセルパッチクランプ法を適用し、膜電位固定下で膜電流の測定を行っ
た。BK チャネルを活性化するために細胞内液の[Ca2+]i を 1 µM (pCa 6.0)に固定し、
VDCC を介した細胞外からの Ca2+流入を 100 µM Cd2+で阻害した。BK チャネル特異
的阻害薬である Paxilline (Pax)の感受性電流を BK チャネル由来の電流として測定し
た。図 11A には外向き電流、Pax 感受性電流、Pax 非感受性電流の電流原図、及びそ
れぞれの電流密度-電圧曲線を示した。各電流について+10 mV における電流密度を比
較した (図 11B)。その結果、P では NP と比較して、外向き電流 (NP: 6.8±0.8 pA/pF; 
P: 3.7±0.8 pA/pF; p<0.05)及び Pax 非感受性電流 (NP: 5.3±0.7 pA/pF; P: 2.0±0.3 
pA/pF; p<0.05)が有意に減少していたが、Pax 感受性電流には有意な差は見られなかっ
た (NP: 1.5±0.5 pA/pF, n=4; P: 1.7±0.6 pA/pF, n=3; n.s.: p>0.05)。しかしながら、高
電位側の+60 mV での Pax 感受性電流密度は P で有意に減少していた (NP: 49.0±10.9 
pA/pF, n=4; P: 6.7±0.9 pA/pF, n=3; p<0.01, 図 11C)。これらの結果から、子宮平滑筋
図 10 マウス子宮平滑筋における CICR の解析 
マウス子宮平滑筋細胞における CICR と妊娠による変化を、膜電流と[Ca2+]i 変化を同時測定すること
で検討した。 
A:保持電位-60 mV で+10 mV への脱分極刺激を与えた際の膜電流及び、[Ca2+]i 変化の典型例を示し
た。細胞内液に Ryanodine を付加することで RyR を阻害した。B :得られた蛍光強度変化の最大値の
比較を示した。C:+10 mV における外向き電流の大きさを比較した。n.s. p>0.05. 
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では BK チャネルは機能発現しているものの、脱分極刺激による RyR からの Ca2+遊離
の寄与は小さく、CICR を介した BK チャネルの活性化も極めて寄与が低いことが示さ
れた。 
  
図 11 マウス子宮平滑筋細胞における BK チャネル電流の解析 
ホールセルパッチクランプ法により、マウス子宮平滑筋細胞における BK チャネル電流量の妊娠に伴う
変化を解析した。BK チャネル由来の電流を得るために、BK チャネル特異的阻害薬である Paxilline (Pax)
を適用した。A :左から外向き電流、Pax 非感受性電流、Pax 感受性電流を示した。上段には NP、中段
には P、下段には電流密度-電圧曲線を示した。保持電位-60 mV で-70 mV から+60 mV まで 20 s ごと
に+10 mV ずつ電位を変化させた。B :得られた各電流成分について、+10 mV における電流密度の比較
を示した。*p<0.05. C:Pax 感受性電流について+60 mV における電流密度の大きさを比較した。
**p<0.01. 
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3-1-7. マウス子宮平滑筋における STOC の解析 
平滑筋において RyR は収縮時、静止時の両群でその機能に寄与している。しかし
ながら、前述の「3-1-1, 3-1-5」でマウス子宮平滑筋の収縮に対して RyR の寄与が少な
いことが示唆された。次に、静止時における RyR の寄与を調べるため、RyR からの Ca2+ 
spark により誘発される自発一過電流 (STOC)について解析を行った。単離した細胞に
対しホールセルパッチクランプ法を適用し、膜電位固定下で膜電流の測定を行った。比
較対象として Uri を用いた。図 12A には各細胞での-10 mV における STOC の電流原
図を示している。膀胱平滑筋細胞では、図の上段のように STOC が観測された (平均電
流量 109.3±28.6 pA、平均頻度 1.83±0.87 Hz、n=4)。それに対し、NP、P ともに STOC
が検出されなかった (Uri: 79.4±14.4 pC, n=4; NP: 15.2±9.5 pC, n=4; P: 7.7±2.6 pC, 
n=5; Uri v.s. NP, p<0.01, Uri v.s. P, p<0.01, NP v.s. P, n.s.: p>0.05, 図 12B)。以上の結
果から、マウス子宮平滑筋細胞では静止膜電位および静止張力の安定化機構の 1 つであ
る STOC の寄与が極めて少ないことが示された。 
 
 
  
図 12 マウス子宮平滑筋細胞における STOC 解析 
Uri、NP、P 由来の単離細胞にホールセルパッチクランプ法を適用し、保持電位-10 mV における STOC
を測定した。 
A : Uri、NP 及び P における STOC の電流原図を示した。B :測定 10 秒間における電流積分値につい
て示した。**p<0.01. 
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3-1-8. マウス子宮平滑筋における Ca2+ spark の解析 
マウス子宮平滑筋において STOC の寄与が少ない要因として考えられるのが、
STOC の起点となる Ca2+ spark が発生しないことである。そこで、TIRF 顕微鏡を用い
て[Ca2+]i変化の測定を行った。比較対象として Uri を用いた。単離した平滑筋細胞に対
し fluo-4 AM を 10 分間適用し細胞に取り込また。図 13A には上段から Uri、NP、P の
二次元 Ca2+イメージング画像、図 13B には図 13A 中の矢印部分の直径約 2 µm 範囲で
の蛍光強度変化、図 13C では蛍光強度変化の積分値の比較を示した (Uri: 53.4±5.3, n=5; 
NP: 13.7±4.4, n=5; P: 11.6±1.7, n=11; p<0.01 vs. Uri)。その結果、膀胱平滑筋細胞でみられ
る様な Ca2+ spark は NP 及び P では検出されなかった。なお、Ca2+イメージング画像
取得後に 100 µM Oxytocin を投与し、[Ca2+]i上昇を確認することで、細胞の生存を確
認した (図 13D)。また、100 µM Oxytocin による Ca2+遊離は NP と P において差は見
られなかった。以上のことから、マウス子宮平滑筋では BK チャネルの機能発現は見ら
れるものの、Ca2+ spark がほとんど生じないために STOC の寄与が少ないことが示さ
れた。 
図 13 マウス子宮平滑筋細胞における Ca2+ spark 解析 
Uri、NP、P 由来の単離細胞に fluo-4 AM を負荷し、TIRF 顕微鏡で蛍光画像を取得して、[Ca2+]i 変化を
解析した。 
A :Uri、NP 及び P における、蛍光画像の時間経過の原図を示した。白矢印は測定した 2 µm の領域を
示している。B :測定した領域での蛍光強度変化の原図を示した。#は A で示した Ca2+ spark が、時間
経過のどの位置に当たるかを示している。C :測定した 10 秒間における積分値を示した。**p<0.01. D : 
Oxytocin (図中では Oxy)を投与した際の蛍光強度変化ならびに最大値の比較を示した。 
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3-1-9. 非妊娠・妊娠時におけるマウス子宮平滑筋の RyR mRNA 及びタンパク質発現
変化 
これまでの報告では、妊娠期に 3 型 RyR (RyR3)の発現が増大し、収縮力を高める
方向に働いているとされてきた [18]。しかしながら、これまでの機能解析の結果、RyR
が機能していない可能性が示された。そこで非妊娠期と妊娠 18 日目のマウス子宮平滑
筋における RyR の mRNA 発現を検討した (図 14A) 。1 型 RyR (RyR1)・2 型 RyR 
(RyR2)・RyR3 の 3 つのサブタイプの発現についてリアルタイム定量 PCR 法を用いて
検討を行った。その結果、RyR1・RyR2 の mRNA は RyR3 と比較して極めて少なかっ
た  (NP: RyR1 0.0013±0.0005; RyR2 0.0008±0.0002, n=4; P:RyR1 0.0005±0.0001, 
RyR2 0.0008±0.0002, n=4; p>0.05, 図 14A)。また、RyR3 (total RyR3)は妊娠期に有意
に発現が減少していた (NP: 0.013±0.003, n=4; P: 0.003±0.001, n=4; p<0.05)。野生型
RyR3 (full-length RyR3: FL-RyR3)およびドミナントネガティブ型 RyR3 (DN-RyR3)
に特異的なプライマーを作成し定量を行ったところ、total-RyR3 (FL-RyR3+DN-
RyR3) mRNA と同様に妊娠期において FL-RyR3・DN-RyR3 mRNA の発現は低下し
ていた  (NP: FL-RyR3 0.004±0.001; DN-RyR3 0.008±0.002, n=4; P: FL-RyR3 
0.0009±0.0001; DN-RyR3: 0.0013±0.0004, n=4; p<0.05 vs. NP)。 
  ウェスタンブロット法により RyR3 タンパク質発現の検討も行った。その結果、妊
娠期において RyR3 タンパク質の発現は低下していた (NP: 0.028±0.009, n=3; P: 
0.001±0.002, n=3; p<0.05, 図 14B)。以上のことから、これまでの報告とは異なり妊娠
期に RyR3 mRNA・タンパク質の発現が低下し、子宮収縮には関与していない可能性が
示された。 
図 14 妊娠によるマウス子宮平滑筋の RyR mRNA 及びタンパク質の発現変化の解析 
NP 及び P の RyR の発現についてリアルタイム定量 PCR 法及びウェスタンブロット法により解
析した。 
A :RyR 各サブユニットの mRNA 発現量を比較した。GAPDH の発現を１として規格化した。*p<0.05. 
B:ウェスタンブロット法によって取得した原図及び、解析結果を示した。β-actin を 1 として規格化
した。*p<0.05. 
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3-1-10. RyR3 遺伝子欠損による出産への影響 
RyR3 遺伝子欠損による妊娠・出産への影響を検討した。使用した動物は 20 週齢
以下の初産マウスで、出産した匹数の計測を行った。その結果、出産匹数に有意差は認
められなかった (RyR3+/+: 8.3±0.4, n=9; RyR3-/-: 8.1±0.5, n=9; p>0.05, 図 15A) 。胎
生期も RyR3+/+・RyR3-/-共に 19 日程度で影響は見られなかった。以上のことから、子
宮平滑筋では RyR3 は妊娠・出産に極めて寄与が少ないことが示された。 
 
3-1-11. RyR3 遺伝子欠損による非妊娠子宮平滑筋自発収縮への影響  
  RyR3 が収縮に寄与しているとすると遺伝子欠損により、異常が出るものと考えら
れる。そこで RyR3 の自発収縮への寄与について検討を行うことで RyR3 の子宮平滑筋
への寄与について検討を行った。RyR3+/+と RyR3-/-の非妊娠子宮筋条片の収縮力及び収
縮頻度を比較した。その結果、RyR3+/+と RyR3-/-において収縮力に有意な差は見られな
かった (RyR3+/+ 0.31±0.04 mN, n=4; RyR3-/- 0.44±0.08 mN, n=4; n.s.: p>0.05)。また、
収縮頻度においても有意な差は見られなかった  (RyR3+/+: 10.5±3.7/min; RyR3-/-: 
11.3±3.0/min; n.s.: p>0.05, 図 16)。以上の結果から、RyR3 は子宮平滑筋の収縮におい
て極めて寄与少ないことが示された。 
  
図 15  RyR3 遺伝子欠損による妊娠・出産への影響 
RyR3+/+および RyR3-/-における 20 週齢以下の初産マウ
スの出産匹数を比較した。 
図 16  RyR3-/-における
子宮平滑筋自発収縮の解
析 
RyR3 遺伝子欠損による自
発収縮への影響を検討し
た。 
A :上段に RyR3+/+、下段に
RyR3-/-の収縮力測定の原
図を示した。B :RyR3+/+と
RyR3-/-の自発収縮の大き
さ (上段)及び頻度 (下段)
の比較を示した。 
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3-1-12. RyR3 遺伝子欠損による代償機構の解析 
  RyR3-/-では代償的に Ca2+に関連するイオンチャネル及びトランスポーターの発現
が変化し、子宮収縮を補完している可能性が考えられた。そこで Ca2+関連遺伝子の
mRNA 発現量をリアルタイム定量 PCR 法により検討した。Ca2+関連遺伝子として RyR
の 1 型及び 2 型、同じ SR 膜上の Ca2+放出チャネルである 1 型イノシトール三リン酸
受容体(IP3R1)、細胞外の Ca2+流入を担う VDCC と膜の再分極・静止時における膜電位
調節担う BK チャネルのポアサブユニット (BKα)、Ca2+排出を担う Na+/Ca2+交換輸送
体 (NCX)、2 型筋小胞体 Ca2+-ATPase (SERCA2)について比較を行った。その結果、
すべての遺伝子群においてWTと RyR3-/-で有意な差は見られなかった (RyR1: RyR3+/+ 
0.0008±0.0002, n=4; RyR3-/- 0.0008±0.0002, n=4; RyR2: RyR3+/+ 0.0014±0.0006, n=3; 
RyR3-/- 0.0005±0.0001, n=4; IP3R1: RyR3+/+ 0.05±0.01, n=4; RyR3-/- 0.039±0.007, n=4; 
VDCC: RyR3+/+ 0.15±0.07, n=4; RyR3-/- 0.11±0.04, n=4; BK: RyR3+/+ 0.034±0.008, n=4; 
RyR3-/- 0.031±0.001, n=4; NCX: RyR3+/+ 0.07±0.03, n=4; RyR3-/- 0.04±0.01, n=4; 
SERCA2: RyR3+/+ 0.23±0.07, n=4; RyR3-/- 0.13±0.01, n=4; 図 17)。上のことから、RyR3-
/-の子宮平滑筋では Ca2+関連のイオンチャネル、トランスポーターの発現変化による代
償機構は働いていない可能性が示唆された。 
 
 
  
図 17  RyR3 遺伝子欠損による代
償機構の解析 
リアルタイム定量 PCR 法により、
RyR3-/-における Ca2+関連遺伝子の発
現を解析した。 
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VDCC の機能発現についてホールセルパッチクランプ法を用いて測定を行った。
測定は上記の「3-1-4」と同様の条件下で行った。その結果、WT と同様に妊娠期では電
流量は増大しているものの、同時に細胞容量が増大することで電流密度としては有意な
差は見られなかった (電流密度: NP -11.7±0.7 pA/pF, n=3; P -13.2±1.0 pA/pF, n=5; 
n.s.: p>0.05; 細胞容量: P 73.8±5.8 pF; NP 16.1± 0.2pF; p<0.01, 図 18A, B, C)。以上
のことから、RyR3-/-の子宮平滑筋では VDCC の機能変化による代償機構の寄与は極め
て少ないことが示唆された。 
 
  
図 18 RyR3-/-における VDCC の機能的発現量の解析 
RyR3-/-由来子宮平滑筋細胞の VDCC 電流を測定し、遺伝子欠損による影響を検討した。 
A:+20 mV における VDCC 電流及び、Cd2+投与後の電流の典型例を示した。保持電位-60 mV で-70 
mV から+40 mV まで 20 s ごとに+10 mV ずつ電位を変化させた際の原図を示した。B:得られた電流
の電流密度－電圧曲線を示した。C:+20 mV における NP、P の電流密度及び、細胞容量の比較を示
した。**p<0.01. 
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3-1-13. RyR3 遺伝子欠損による Oxytocin 感受性への影響 
  RyR3+/+と RyR3-/-の NP、P 計の 4 群について Oxytocin の感受性を比較した。子
宮平滑筋条片に対し、1 µM Nifedipine を投与することで自発収縮を抑制し Oxytocin
による収縮を 10 pM から 100 nM まで段階投与することで用量-作用曲線を作成した 
(図 19A)。NP と比較して P では Oxytocin の感受性は増大していた。これは RyR3-/-に
おいても同様であった。しかしながら、RyR3+/+と RyR3-/-との間には有意な差は見られ
なかった (EC50; RyR3+/+: NP 4.76±0.97 nM, n=3; P 1.28±0.64 nM, n=5; p<0.01; RyR3-
/-: NP 3.2±0.24nM, n=6, P 0.79±0.02 nM, n=5, p<0.01, Hill 係数 ; RyR3+/+ : NP 
1.02±0.10, P 1.00±0.04; RyR3-/- : NP 1.06±0.03, P 1.11±0.10, 図 19A,B)。また、100 
nM Oxytocin 投与による NP の最大収縮に RyR3+/+と RyR3-/-では差が見られなかった 
(RyR3+/+ NP: 5.66±0.77 mN, n=5; RyR3-/- P: 4.99±0.51 mN, n=5; n.s.: p>0.05, 図 19C)。
以上のことから、子宮平滑筋においては妊娠期に Oxytocin の感受性は増大するが、
RyR3 遺伝子欠損による影響は極めて少ないことが示された。 
  
図 19 マウス子宮平滑筋における Oxytocin の感受性の比較 
マウス子宮平滑筋の Oxytocin (図中では Oxy)感受性について、RyR3+/+および RyR3-/-の非妊娠・妊娠
子宮筋条片の収縮力を測定し検討した。自発収縮を抑制するために 1 µM Nifedipine を前処置し、
Oxytocin を段階投与した。 
A : Oxytocin を 10 pM から 100 nM まで段階投与した際の用量-作用曲線を示した。B :用量-作用曲線
から EC50 の値を求めた。**p<0.01. C:100 nM Oxytocin を投与した際の収縮力を比較した。 
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3-1-14. 要約及び考察 
  これまで子宮平滑筋においては、妊娠末期に RyR3 の発現が増大して筋収縮力を高
めることで、分娩が可能になるのではないかと報告されていた[18]。しかしながら、当
研究室で共同研究の為に繁殖を行っている RyR3-/-は、分娩異常等の問題を示さなかっ
た。そのため、これまでの報告とは異なり RyR3 は妊娠・出産において重要ではない可
能性が考えられた。そこで本研究では、電気生理学的手法や筋張力測定、[Ca2+]i解析を
用いた機能解析と、リアルタイム定量 PCR 法やウェスタンブロット法による発現解析
を行った。 
  子宮平滑筋は自発運動能が高く、自発収縮及びそれに同期した Ca2+ oscillation を
起こしている[97]。このCa2+ oscillationはJurkat T-cellや十二指腸などでも観察され、
RyR3 の抑制により Ca2+ oscillation が抑制または減弱することが報告されている[19, 
42]。RyR3 と Ca2+ oscillation は関わりが深いことから、本研究では自発的な Ca2+濃度
上昇が観察されるマウス子宮平滑筋に対し、RyR 阻害薬である 50 M Ryanodine を投
与した。その結果、自発収縮ならびに[Ca2+]i上昇は阻害されず、子宮平滑筋の自発収縮
に RyR の関与は極めて少ないことが示された。これに対し、自発収縮を行っている子
宮平滑筋に対し Nifedipine を投与したところ、濃度依存的に自発収縮は減弱し 100 nM
では完全に消失した。本文中では示していないが、細胞外の Ca2+を除去した際にも自
発収縮の消失は観察され、VDCC を介した細胞外からの Ca2+流入が重要性であること
が示唆された (図 8、[45])。また、ラットにおいては妊娠期に VDCC のタンパク質発現
が増大する[90]ことから、マウスにおいても妊娠により VDCC 活性に変化が生じてい
る可能性が考えられた。しかし、ホールセルパッチクランプ法により VDCC 電流を測
定したところ、P では電流量自体が増大したが、同時に細胞が肥大化することで細胞膜
容量が 7 倍近くに増加したため、電流密度としては NP と P で有意な差は見られなか
った (図 9)。 
  RyR は活性化薬である Caffeine により開口し、図 7 の Uri で観察された様な一過
性の[Ca2+]i上昇を引き起こす。しかし、NP 及び P において Caffeine による[Ca2+]i 上
昇はほとんどの細胞で観察されなかった (図 7A,B)。ヒトやラットの非妊娠子宮におけ
る研究でも、本研究と同様に RyR 活性化薬の自発収縮への影響が少ないことが報告さ
れている[77, 84]。反対にラット妊娠子宮平滑筋では Ryanodine に対する感受性が検出
されることが報告されている[48, 53, 84]。これら RyR の活性化薬あるいは阻害薬に対
する感受性の違いは種の違いによるものと推測される。 
膀胱や精管などの興奮性の高い平滑筋では、脱分極刺時に細胞膜上の VDCC を介
して細胞外から Ca2+が流入する。この流入した Ca2+により RyR が活性化され CICR が
起きる。これにより平滑筋細胞全体の Ca2+濃度が上昇することで筋収縮が引き起こさ
れる [36, 64]。本研究ではパッチクランプ法と[Ca2+]i二次元画像解析を組み合わせるこ
とで、記録電極を介した脱分極刺激に応じた[Ca2+]i 変化と膜電流の同時測定を行った。
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その結果、非妊娠・妊娠マウス子宮平滑筋ともに、脱分極刺激による上昇に対して RyR
阻害薬 Ryanodine は影響を及ぼさなかった。従って、マウス子宮平滑筋において CICR
の寄与が少ないことが示された (図 10B)。以上より、マウス子宮平滑筋に対して RyR
活性化薬 Caffeine や脱分極刺激による Ca2+遊離は極めて寄与が少ないこと明らかとな
った。他の興奮性の高い平滑筋組織とは異なり、マウス子宮平滑筋の自発収縮において
は、RyR の寄与は低いことが示された。一方で、VDCC を介した細胞外からの Ca2+流
入が自発収縮に重要な役割を持つものの、妊娠期において VDCC のタンパク質発現が
増大しているラット[90]とは異なり、マウスでは妊娠期での VDCC を介した Ca2+流入
は非妊娠期と比較して有意差は見られず、妊娠による電流密度の変化は極めて少ないこ
とが示唆された。 
平滑筋における膜電位調節機構として、Ca2+ spark-STOC 連関が知られている。
SR からの Ca2+ spark が、近傍の細胞膜上に局在する BK チャネルを活性化することで
STOC が発生し、膜電位が過分極することが報告されている [71, 103]。子宮では妊娠
期において RyR3 の発現量が増加することで、STOC 活性に変化が生じ、妊娠期の筋張
力安定化や、分娩の開始時及び分娩中の膜電位・筋張力の調節に寄与することが予想さ
れた。しかしながら、fluo-4 AM による[Ca2+]i 測定の結果、子宮平滑筋細胞では Ca2+ 
spark が検出できなかった (図 13)。解析対象の細胞では、100 nM Oxytocin によって
[Ca2+]i 上昇が起きた為、Ca2+ストアである SR 内には十分な Ca2+が貯蔵されていたと
考えられる。この結果と一致してマ NP 及び P では Uri で観察されたような STOC は
検出されなかった (図 12)。STOC が起きない可能性として BK チャネルが機能発現し
ていないことが考えられたが、ホールセルパッチクランプ法により BK チャネルが機能
発現していることが示された (図 11)。また、NP と比較して P ではこれまでの報告[5]
と同様に、BK チャネル電流密度が有意に低下することも示された。以上のことから、
マウス子宮平滑筋では Ca2+ spark-STOC による膜電位調節機構の寄与が極めて少ない
ことが示された。その代わり、妊娠期における 2 ポアドメイン K+ (K2P)チャネル[58]や
内向き整流性 K+ (Kir)チャネル[49]の発現増大が報告されており、これらの K+チャネル
が妊娠期の子宮平滑筋の静止膜電位維持に寄与すると推測される。BK チャネルは RyR
から放出された Ca2+ではなく、VDCC や IP3R など他のチャネルを介して細胞質内に
流入した Ca2+によって活性化されて、膜電位を過分極させることで VDCC に対して負
帰還機構として働くと考えられる。 
また、RyR3-/-では RyR3+/+と比較して出産匹数に違いは見られず、正常な妊娠・出
産が可能であったことから、マウスの妊娠・出産及び子宮収縮機能に RyR3 は必須でな
いと考える。 
  これまでの報告ではマウス子宮平滑筋において、妊娠後期に FL-RyR3 の発現が
増大し、子宮平滑筋の筋収縮力を増大させることで、分娩時の強い収縮が可能となる
と報告されていた[18]。しかし、リアルタイム定量 PCR 法およびウェスタンブロット
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法による発現解析の結果、P ではむしろ RyR3 の発現が低下することを明らかにした 
(図 14)。FL-RyR3 は DN-RyR3 とヘテロ 4 量体を組むことで強く機能が抑制されるこ
とが報告されている。NP では DN-RyR3 の発現が FL-RyR3 に比べて高く、RyR 活性
を抑制しており、P では RyR3 全体の発現が低下するので、マウス子宮平滑筋では
RyR の寄与が極めて少ないと考えられる (図 20)。 
また、RyR の細胞内分布はサブタイプによって異なっており、RyR1 や RyR2 は
細胞内でクラスターを形成し密度高く発現するのに対し、RyR3 は細胞内に広く分布
し、びまん性の発現分布を示す[96]。このことは、RyR3 が自発的あるいは CICR 時の
Ca2+放出に必要な機能的クラスターを形成できないことを示唆している[46, 79, 80]。
また、肺動脈平滑筋では RyR2 は細胞膜周辺、RyR3 は核周辺、RyR1 は両者に分布す
るという報告があり[100]、サブタイプ特異的な分布様式も子宮平滑筋で RyR の寄与
が少ない一因ではないかと考えられる。 
  これまでの報告と異なる結果を得た理由として、実験環境や条件の違いが影響して
いるの可能性がある。Dabertland らの検討では初代培養の子宮平滑筋細胞を用いてい
る[18]。平滑筋の RyR2 や RyR3 発現は、培養により増大することが報告されいる[6, 
91]。また、RyR1 の発現がエストロゲンにより抑制されることが報告されており[102]、
性ホルモンによる制御がない培養条件では、RyR 発現が増大した可能性がある。これら
の違いによって既報とは異なる結果を得たと推測している。 
RyR3 遺伝子欠損による代償機構については、mRNA の発現変化及び、VDCC の
機能解析を行った。その結果、RyR3-/-では、Ca2+関連のイオンチャネル、トランスポー
ターの発現変化による代償機構は働いていない可能性が示唆された。妊娠期の変化とし
図 20 マウス子宮平滑筋における RyR 発現変化 
非妊娠期では DN-RyR3 の発現比量が FL-RyR3 に比べて高く、FL-RyR3 の機能が抑制されて Ca2+放
出能を示さない。妊娠期では、両 RyR3 サブタイプの発現が低下し、RyR 機能が消失する。 
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ては RyR3 の発現は前述の様に大きく減少している。この発現変化は、分娩時の強い収
縮を引き起こすための変化としては相反する。これらを補う機構として、マウスでは妊
娠期に電位依存性 K+ (Kv) チャネルの発現減少[78]や電位依存性 Na+ (Nav) チャネル
の発現増加[40]や、Ca2+関連のイオンチャネルの 3 型小コンダクタンス Ca2+活性化 K+
チャネル (SK3)の発現減少[72]、ラットでの IP3R[52]や VDCC の発現増大[90]が報告
されている。RyR3 の発現は減少するものの、これらのイオンチャネルの代償的な発現
変化により平滑筋の興奮性の増加や[Ca2+]iの上昇が起き、分娩時の収縮の発生に寄与し
ていると考える。 
  本研究の結果から、妊娠期における子宮平滑筋での強い収縮力の発生には、①細胞
外からの Ca2+流入、②アゴニスト受容体誘発性の IP3R からの Ca2+放出、という 2 つ
の Ca2+動員機構が重要であると考えられる。しかしながら、本研究では VDCC の電流
量は妊娠期において増大するものの、細胞容量の増大を伴い、電流密度としては非妊娠
期と比較して有意差は見られないことが示された。この変化は細胞の中心部の Ca2+濃
度の上昇を妨げることとなるため、収縮力の増大に働くとは考えにくい。一方で、妊娠
期の子宮平滑筋では、収縮タンパク質の Ca2+感受性の増大 [1, 50, 68, 94]や、収縮タン
パク質の発現増大 [26, 95]が報告されている。また、前述のイオンチャネルの発現変化
や細胞間の結合及び電気的コミュニケーションを担うコネキシン (Cx43)の増大により、
電気伝達がスムーズになることが報告されている [67]。これらの変化により電流密度
の変化が伴わなくとも分娩時の強い収縮の発生が可能となると考えられる。また、図
19A, B でみられる様に、妊娠期において Oxytocin の感受性が増大することも分娩時の
収縮力増強に寄与していると考える。 
図 21 マウス子宮平滑筋における RyR の機能 
子宮平滑筋の細胞内 Ca2+調節機構において RyR3 は重要な役割を果たしておらず、VDCC を介した
Ca2+流入及び IP3R からの Ca2+遊離でほとんどの収縮が引き起こされている。妊娠期には、アゴニス
ト感受性の亢進や、収縮タンパク質の Ca2+感受性や発現量の亢進などが起こり、分娩に必要な強力な
収縮が可能となると考えられる。 
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子宮平滑筋では興奮性の高い平滑筋でみられる静止時の Ca2+ spark-STOC という
Ca2+制御負帰還機構、興奮時やアゴニスト刺激時の RyR からの Ca2+放出機能の寄与が
極めて少ないことが明らかとなった。また、これまでの報告とは異なり妊娠期における
RyR3 の発現低下を示唆した。子宮平滑筋では多くの興奮性の高い平滑筋とは異なり、
SR からの RyR を介した Ca2+遊離に依存しない Ca2+動員機構で細胞内 Ca2+濃度を制御
していることが明らかとなった。分娩時の強い収縮の発生には、①VDCC を介した細胞
外からの Ca2+流入や、②アゴニスト刺激を介した③IP3R からの Ca2+遊離、及び収縮タ
ンパク質の Ca2+感受性増大が関与していると考える(図 21)。 
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3-2 腸間膜動脈平滑筋における RyR3 の生理的意義の解明 
 
3-2-1. マウス腸間膜動脈平滑筋における RyR3 mRNA 及びタンパク質発現解析 
 マウス腸間膜動脈における FL-RyR3 及び DN-RyR3 の発現について RT-PCR 法に
よって増幅産物の検出を行った。DN-RyR3 の欠損領域を挟むようにプライマーを設計
し、FL-RyR3 及び DN-RyR3 を同時に検出した。図 22A, B に示すようにマウス腸間膜
動脈において FL-RyR3 及び DN-RyR3 が発現していることが示された。得られたバン
ドの濃度を比較したところ、DN-RyR3 が FL-RyR3 に比べて相対的に多く発現してい
る可能性が示唆された(FL-RyR3: 1.00±0.03, N=6; DN-RyR3: 2.34±0.05, N=6; p<0.01, 
図 22A, B)。 
  
図 22 マウス腸間膜動脈平滑筋における RyR 発現解析 
マウス腸間膜動脈平滑筋における RyR3 の発現について、RT-PCR 法により検討した。 
A:欠損領域を挟むようにして作成したプライマーを用いて RT-PCR 法を行った際の増幅産物の原図
を示した。コントロールとして FL-RyR3 のみ発現する脳と DN-RyR3 が豊富に発現する子宮平滑筋を
用いた。B :RT-PCR 法によって得られた増幅産物の量を、FL-RyR3 を 1 として規格化して比較した。
**p<0.01. 
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次に、リアルタイム定量 PCR 法を用いて各 RyR サブタイプの mRNA 発現について
検討を行った (図 23A)。その結果、子宮平滑筋と比較し、腸間膜動脈平滑筋では RyR3
に対する RyR2 の発現が相対的に多いことが示された (RyR2: 0.092±0.005, n=4; total 
RyR3: 0.029±0.002, n=5; p<0.01)。RyR1 については検出されなかった。また、RyR3
について FL-RyR3 と DN-RyR3 の発現比について解析したところ、DN-RyR3 の発現
が 相 対 的 に 多 い こ と が 示 さ れ た  (DN-RyR3: 0.013±0.003, n=5; FL-RyR: 
0.0012±0.0004, n=5; p<0.05)。以上のことから、マウス腸間膜動脈では DN-RyR3 が比
較的豊富に発現していることが示唆された。 
また、RyR3-/-では代償的に Ca2+に関連するイオンチャネル及びトランスポーターが
発現変化し、補完している可能性が考えられた。そこで Ca2+関連遺伝子について mRNA
の発現量をリアルタイム定量 PCR 法により検討した。その結果、すべての遺伝子群に
おいて RyR3+/+と RyR3-/-で有意な差は見られなかった (RyR2: RyR3+/+ 0.06±0.005, 
n=3; RyR3-/- 0.06±0.002, n=3; n.s.: p>0.05; VDCC1c: RyR3+/+ 0.09±0.01, n=3; RyR3-
/- 0.09±0.01, n=3; n.s.: p>0.05; BK: RyR3+/+ 0.12±0.01, n=3; RyR3-/- 0.11±0.01, n=3; 
n.s.: p>0.05; IP3R1: RyR3+/+ 0.15±0.01, n=3; RyR3-/- 0.13±0.01, n=4; n.s.: p>0.05, 図
23B)。 
  
図 23 マウス腸間膜動脈平滑筋における RyR 発現解析 
マウス腸間膜動脈平滑筋における RyR の各サブタイプの発現について、リアルタイム定量 PCR 法に
より検討した。 
A :リアルタイム定量 PCR 法によって RyR2 ならびに各種 RyR3 の発現を比較した。*p<0.05, **p<0.01. 
B:RyR3+/+と RyR3-/-間で Ca2+関連遺伝子の発現量を比較した。 
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3-2-2. RyR3 遺伝子欠損による Caffeine 感受性への影響 
RyR の活性化薬である Caffeine 感受性の検討を行った。単離した腸間膜動脈平滑筋
細胞に対してCa2+蛍光指示薬である fura-2 AMを付加することで、[Ca2+]iを測定した。
0.01 mM から 30 mM の Caffeine を投与し感受性を比較した (図 24A)。図 24 中には
示していないが、静止状態における蛍光強度に差は見られなかった (F340/F380; RyR3+/+: 
0.18±0.01, n=27; RyR3-/-: 0.16±0.01, n=16; p>0.05)。図 24B に示す用量－作用曲線か
ら EC50の値を求めたところ、RyR3-/-において RyR3+/+と比較して Caffeine 感受性は亢
進していることが示された (RyR3+/+: 2.0±0.2 mM, n=27; RyR3-/-: 1.1±0.1 mM, n=16; 
p<0.01, 図 24C)。以上のことから、RyR3-/-では Caffeine の感受性が亢進しており、
RyR3+/+では DN-RyR3 がヘテロ 4 量体を組むことでその機能を抑制的に制御している
ことが推測された。 
  
図 24 マウス腸間膜動脈平滑筋における Caffeine の感受性の解析 
単離した腸間膜動脈平滑筋細胞に対し RyR 活性化薬 Caffeine を 0.01 mM から 30 mM まで累積投与
し、Caffeine 感受性を検討した。 
A :Caffeine を累積投与した際の[Ca2+]i 変化の原図を示した。B :Caffeine の用量-作用曲線の比較を示
した。C:用量-作用曲線から求めた EC50 の比較を示した。**p<0.01. 
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3-2-3. RyR3 遺伝子欠損による Ca2+ spark への影響 
  Ca2+ spark-STOC による膜電位制御機構に対する RyR3 遺伝子欠損の影響を調べ
た。まず、全反射蛍光 (TIRF)顕微鏡を用いて単離後 30 分以内の細胞から Ca2+ spark
を測定した。その結果、RyR3-/-では RyR3+/+と比較して Ca2+ spark の Ca2+放出量及び
発生頻度が有意に上昇していた  (Amplitude: RyR3+/+ 0.15±0.02, n=14; RyR3-/- 
0.24±0.05, n=11; p<0.01, 図 25C; Frequency: RyR3+/+ 0.66±0.06 Hz, n=14; RyR3-/- 
0.97±0.06 Hz, n=11; p<0.01, 図 25D)。以上のことから、マウス腸間膜動脈において
RyR3 は Ca2+ spark を抑制的に制御していることが示された。 
  
図 25 マウス腸間膜動脈平滑筋細胞における Ca2+ spark の解析 
単離した腸間膜動脈平滑筋細胞に fluo-4 AM を負荷し、TIRF 顕微鏡で蛍光画像を取得して[Ca2+]i 変化
を検討した。 
A:RyR3+/+及び RyR3-/-の腸間膜動脈平滑筋細胞における蛍光画像の時間経過の原図を示した。矢印
は数値解析した 2 µm の○で示した測定領域を示している。B:A 中の赤い〇内の測定領域における蛍
光強度変化の原図を示した。#は A で示した Ca2+ spark 解析画像が、どの時間の Ca2+ spark に当たる
かを示している。C:蛍光強度変化の大きさを比較した。**p<0.01. D:Ca2+ spark の頻度を比較した。
**p<0.01. 
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3-2-4. RyR3 遺伝子欠損による STOC への影響 
  次に、単離した平滑筋にホールセルパッチクランプ法を行い、STOC を測定した。
膜電流測定の際には、膜電位を-10mV に固定した。測定した電流成分は、BK チャネル
特異的阻害薬である Pax により消失したことから、BK チャネル由来の STOC である
ことを確認した。その結果、RyR3-/-において RyR3+/+と比較して STOC の大きさが有意
に増加していた (RyR3+/+: 25.6±2.1 pA, n=5; RyR3-/-: 35.0±2.6 pA, n=6; n.s.: p>0.05, 
図 26B)。STOC の頻度についても有意に増加していた (RyR3+/+: 0.7±0.2 Hz, n=5; 
RyR3-/-: 1.9±0.2 Hz, n=6; p<0.01, 図 26C)。上記の 3-2-2, 3-2-3 の結果も踏まえ、マウ
ス腸間膜動脈平滑筋では RyR2 や FL-RyR3 は発現が豊富な DN-RyR3 とヘテロ 4 量体
を組むことでその機能を抑制的に制御されていることが明らかとなった。 
  
図 26 マウス腸間膜動脈平滑筋細胞における STOC の解析 
A:RyR3+/+及び RyR3-/-の腸間膜動脈平滑筋細胞における STOC (保持電位-10 mV)の電流原図を示し
た。B:STOC の大きさの比較について示した。**p<0.01. C:STOC の頻度の比較について示した。
**p<0.01. 
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3-2-5. RyR3 遺伝子欠損による代償機構の解析: VDCC 機能発現 
RyR3-/-では代償的に VDCC や BK チャネルが発現変化し、Ca2+ spark や STOC 活
性に影響している可能性が考えられた。そこでホールセルパッチクランプ法を用いて機
能的発現量の解析を行った。VDCC 電流を測定するために、細胞内液は K+を Cs+に置
換し、K+チャネル阻害薬である TEA-Cl を加えることで K+電流を阻害した。細胞外液
は Ca2+を Ba2+に置換することで電流を増強し測定を行った。Ca2+チャネル阻害薬であ
る100 µM Cd2+投与前後の典型例な電流原図と、Cd2+感受性電流の電流密度-電圧曲線、
+20mV における電流密度を示した (図 27A, B, C)。その結果、RyR3-/-の VDCC 電流密
度は RyR3+/+と比較して有意な差は見られなかった (RyR3+/+: -7.5±1.2 pA/pF, n=7; 
RyR3-/-: -7.1±0.7 pA/pF, n=8; n.s.: p>0.05, 図 27D)。 
  
図 27 マウス腸間膜動脈平滑筋細胞における VDCC 機能解析 
腸間膜動脈平滑筋細胞の VDCC 機能的発現量に対する RyR3 遺伝子欠損の影響を検討した。 
A:RyR3+/+マウス由来の細胞に対し、保持電位-60 mV で-70 mV から+60 mV まで 20 s ごとに+10 mV
ずつ電位を変化させた際の原図を示した。左側に Control、右側に 100 µM Cd2+投与後の電流の典型例
を示した。B :A と同様の条件下で測定した RyR3-/-における測定原図を示した。C :得られた電流から、
Cd2+感受性の電流成分についての電流密度－電圧曲線を示した。D :+20 mV における電流密度の比較
を示した。 
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3-2-6. RyR3 遺伝子欠損による代償機構の解析: BK チャネル機能発現 
また、同様に BK チャネルの測定を行った。BK チャネルを活性化するために細胞
内液の[Ca2+]iを 1 µM (pCa 6.0)に固定し、VDCC を介した細胞外からの Ca2+流入を 100 
µM Cd2+で阻害した。BK チャネル特異的阻害薬である Pax を適用し、外向き電流、Pax
感受性電流、Pax 非感受性電流の電流原図 (図 28A, D, G)及び電流密度-電圧曲線を示
した (図 28B, E, H)。RyR3-/-の BK チャネル電流密度は RyR3+/+と比較して有意な差は
見られなかった (RyR3+/+: 121.9±10.8 pA/pF, n=5; RyR3-/-: 134.4±7.7 pA/pF, n=4; n.s.: 
p>0.05, 図 28C,F,I)。以上の結果及び、「3-2-1」「3-2-5」の結果から RyR3-/-の腸間膜
動脈平滑筋では Ca2+関連のイオンチャネル、トランスポーターにおいて代償機構は働
いていないことが示された。 
 
  
図 28 マウス腸間膜動脈平滑筋細胞における BK チャネル機能の解析 
腸間膜動脈平滑筋細胞における BK チャネル電流量に対する RyR3 遺伝子欠損の影響を検討した。 
A, D, G :RyR3+/+及び RyR3-/-における電流原図を示した。保持電位-60 mV で-70 mV から+60 mV まで
20 s ごとに+10 mV ずつ電位を変化させた。外向き電流 (A)、Pax 感受電流 (D)、Pax 非感受性電流 
(G)を示した。B, E, H :得られた各電流成分について電流密度-電圧曲線を示した。外向き電流 (B)、Pax
感受電流 (E)、Pax 非感受性電流 (H)。C, F, I:得られた各電流成分について+60 mV における電流密
度の比較を示した。外向き電流 (C)、Pax 感受電流 (F)、Pax 非感受性電流 (I)。 
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3-2-7. 非観血的血圧測定 
RyR3-/-において STOC 活性が増大していたことから、RyR3-/-の全身血圧に影響が
出るものと考えられた。そこで非観血的血圧測定法である tail cuff 法を用いてマウス
の全身血圧を測定した。その結果、予想とは異なり、RyR3+/+ と RyR3-/-で収縮期血圧、
平均血圧、拡張期血圧に有意な差は見られなかった (収縮期血圧 (SBP): RyR3+/+ 
107.2±2.7 mmHg, n=7; RyR3-/- 108.1±2.1 mmHg, n=15; n.s.: p>0.05; 平均血圧 
(MBP): RyR3+/+ 79.9±2.4 mmHg, n=7; RyR3-/-: 79.9±2.3 mmHg, n=15; n.s.: p>0.05; 拡
張期血圧 (DBP), RyR3+/+: 66.2±2.9 mmHg, n=7; RyR3-/-: 65.9±2.8 mmHg, n=15; n.s.: 
p>0.05, 図 29A)。また、心拍数にも有意な差は見られなかった (RyR3+/+: 578±31, n=7; 
RyR3-/-: 573±20, n=15; n.s.: p>0.05, 図 29B)。以上のことから、腸間膜動脈における
RyR3 は安静時血圧に対する影響が極めて少ないことが明らかとなった。 
3-2-8. 腸間膜動脈床灌流標本を用いた灌流圧測定 
全身血圧の測定では神経性や反射性の応答等、外因的な影響が考えられた。そこで、
より直接的に RyR3-/-の血管機能変化を明らかにするために、腸間膜動脈床の灌流圧測
定を行った。摘出した腸間膜動脈床の第 1 枝から先端を切断した注射針を挿入し、圧ト
ランスデューサーと接続して、電動ポンプで Krebs 溶液を標本に灌流させることで、
末梢血管抵抗を測定した。その結果、40 mM K+溶液によって、脱分極刺激を行った際
には RyR3+/+と RyR3-/-で有意な差は見られなかった (RyR3+/+: 36.2±2.6 mmHg, n=14; 
RyR3-/-: 40.4±3.0 mmHg, n=12; n.s.: p>0.05,図 30A,B)。また、VDCC 活性化薬である
100 nM BayK8644 の作用を調べたところ、灌流圧の変化はほとんど見られなかった 
(RyR3+/+: 7.9±2.7%, n=7; RyR3-/-: 6.0±2.6%, n=6; n.s.: p>0.05, 図 30C, D)。そこで、1 
μM Pax で前処置を行い 1 nM から 300 nM BayK8644 を段階的に灌流したところ、灌
流圧上昇が増大した。灌流圧の上昇がみられた 1 μM Pax +10 nM BayK8644 での灌流
図 29 非観血的血圧測定 
非観血的血圧測定 (tail cuff 法)を用いてマウスの血圧及び、心拍数の測定を行った。 
A: 収縮期血圧 (SBP)、平均血圧 (MBP)、拡張期血圧 (DBP)の比較を示した。B:心拍数の比較を示
した。 
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圧上昇を比較したところ、RyR3+/+と比較して RyR3-/-において灌流圧上昇が有意に増加
していた。 (RyR3+/+: 16.0±1.8%, n=7; RyR3-/- 24.2±2.1%, n=6; p<0.05, 図 30E,F)。以
上の結果から RyR3-/-では BK チャネルによる負の帰還機構が RyR3+/+と比べて強く働い
ていることが示された。 
 
 
  
図 30 マウス腸間膜動脈床における灌流圧測定 
摘出した腸間膜動脈床の第一枝にカニューレを挿入し、灌流圧を測定した。 
A:RyR3+/+及び RyR3-/-の腸間膜動脈床標本における灌流圧変化の原図を示した。40 mM K+による脱
分極刺激により血管を収縮させた。B:40 mM K+による脱分極刺激時の灌流圧変化の比較を示した。
C:100 nM BayK8644 (図中では BayK)を作用させた際の灌流圧変化の測定原図を示した。D:100 nM 
BayK8644 による灌流圧変化の比較を示した。E:1 µM Pax 存在下において BayK8644 を 1 nM から
300 nM まで累積投与した際の灌流圧変化の測定原図を示した。F:1 µM Pax 存在下での 10 nM 
BayK8644 による灌流圧の上昇の比較を示した。*p<0.05. 
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3-2-9. 要約及び考察 
 血管平滑筋の静止膜電位および筋張力を維持する機構として Ca2+ spark-STOC 連
関が重要であり、RyR はその機構の中核を担うイオンチャネルである。平滑筋での RyR
の主要なサブタイプは RyR2 であるが、RyR3 も平滑筋に広く発現し、RyR1 や RyR2
からの Ca2+放出によって活性化され、さらなる Ca2+放出を起こす「増幅器」として機
能していると考えられてきた [63, 99]。近年、DN-RyR3 の存在が明らかとなったが、
血管平滑筋における機能は明らかになっていない。そこで本研究では RyR3-/-を用いて、
パッチクランプ法による膜電流測定や筋張力測定、[Ca2+]i測定、血圧測定などの機能解
析と、リアルタイム定量 PCR 法やウェスタンブロット法などによる発現解析を行った。 
  発現解析の結果、マウス腸間膜動脈平滑筋において RyR2 の発現が顕著に高く、
RyR3 の発現も検出された。FL-RyR3 と DN-RyR3 の発現量を比較したところ、子宮平
滑筋ほどではないものの、DN-RyR3 が FL-RyR3 よりも優位に発現していることが明
らかとなった。本文中では示してはいないが、大腿動脈や腎動脈、門脈等の複数の血管
平滑筋においても DN-RyR3 の発現を RT-PCR 法によって確認しており、部位によっ
て FL-RyR3 と DN-RyR3 の比率も異なることから、広範な血管組織において DN-RyR3
が[Ca2+]i制御に何らかの関わりを持つと考えられる。 
RyR3 が腸間膜動脈平滑筋細胞の Ca2+放出機能にどのように関与するかを検討す
る為、RyR 活性化薬 Caffeine を累積投与し、[Ca2+]iを測定した。その結果、RyR3-/-で
は EC50の値が低濃度側にシフトし、Caffeine の感受性が亢進していることが明らかと
なった。再構築系での報告によると Caffeine の感受性は RyR1 が 1~3 mM [75]、RyR2
が 1 mM [21]、RyR3 が 0.3～0.87 mM [38, 75]であり、DN-RyR3 と FL-RyR3 を共発
現した場合には 2.4 mM と高濃度側にシフトすることが報告されている [38]。今回の
値は RyR3-/-で約 1 mM と RyR2 の EC50 に近く、RyR3+/+で約 2 mM と DN-RyR3 と
FL-RyR3 を共発現した場合に近い値を示した。この結果から、マウス腸間膜動脈平滑
筋では RyR3、特に DN-RyR3 が RyR2 や FL-RyR3 とヘテロ 4 量体を組むことで、RyR
機能を負に制御することが示唆された。 
[Ca2+]i 測定やホールセルパッチクランプ法による解析の結果、RyR3-/-において
Ca2+ spark の頻度及び、Ca2+放出量が増大することが明らかとなった。それに関連し
STOCの頻度及び大きさもRyR3-/-において増大していた。mRNA発現解析の結果から、
腸間膜動脈平滑筋では FL-RyR3 の発現量は極めて低く、DN-RyR3 の発現量が相対的
に高いことが示唆されている。DN-RyR3 は RyR2 とヘテロ 4 量体を組むことにより、
RyR2 の活性を抑制制御することが報告されていて [38]、腸間膜動脈平滑筋では
RyR3+/+では、DN-RyR3 が RyR2 (および FL-RyR3)とヘテロ 4 量体を組むことで Ca2+
遊離機能を抑制していると考えられる (図 31A)。RyR3-/-では、RyR3 の欠損により、
DN-RyR3 の RyR2 に対する抑制機構が消失し、RyR2 がホモ 4 量体を形成することに
43 
 
より、RyR3-/-由来の腸間膜動脈平滑筋細胞では Caffeine 感受性及び Ca2+ spark-STOC
活性が亢進した (図 31B)と考えられる。 
腸間膜動脈は血圧の制御に関わる抵抗血管に分類される。RyR3-/-において Ca2+ 
spark-STOC 活性が増大していたことから、全身血圧に何らかの異常が生じることが考
えられた。しかし、非観血的血圧測定法でマウスの全身血圧を測定した結果、RyR3+/+
と RyR3-/-の間で収縮期血圧、平均血圧、拡張期血圧に有意な差は見られなかった。こ
の原因として、RyR3 が中枢神経系に多く発現するため、血圧制御に関わる神経系に
RyR3 遺伝子欠損の影響が表れた可能性がある[15, 33]。そこで、中枢神経系の影響を除
いた腸間膜動脈床の灌流圧測定を行い RyR3 の寄与を検討した結果、RyR3+/+と RyR3-
/-の間で脱分極刺激や VDCC 活性化薬 (BayK8644)、BK チャネル阻害薬 (Pax)による
灌流圧上昇に有意な差は見られなかった。しかし、BK チャネル阻害薬存在下で VDCC
活性化薬を投与した際の灌流圧上昇について、RyR3-/-において有意に増加していた。こ
の結果は、①RyR3-/-において Bayk8644 単独投与下では、増大した BK チャネル活性 
(STOC の増加)により膜電位が過分極方向に保たれ、結果として VDCC 活性が抑えら
れたと考えられる。さらに、②Pax+BayK8644 投与下では、BK チャネルによる VDCC
活性への抑制機構がなくなり、RyR3+/+よりも大きい灌流圧上昇が起こったと考えられ
る。この際、RyR3-/-において灌流圧上昇が大きかったことから、RyR2 活性の上昇によ
り、Ca2+ spark のみならず CICR 機構も増強していた可能性がある。RyR3 遺伝子の欠
損により、Ca2+ spark-STOC 活性の増強 (血管平滑筋張力の減少に寄与する)と、RyR2
図 31 腸間膜動脈平滑筋における RyR3 の機能模式図 
A:RyR3+/+における Ca2+ spark-STOC 連関の模式図。DN-RyR3 が RyR2 とヘテロ 4 量体を組むこと
で Ca2+遊離機能を抑制している。B:RyR3-/-における Ca2+ spark-STOC 連関の模式図。RyR3 の欠損
により抑制が解除され、Ca2+ spark-STOC 活性が亢進する。 
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の CICR 活性の増強 (血管平滑筋張力の増加に寄与する)という相反する機能変化が起
きたことにより全身血圧に影響が見られなかったのではないかと考える。RyR、特に
RyR3 と血圧の関係についてはほとんど研究されていない。自然発症型高血圧ラットの
血管平滑筋において Caffeine 誘発性の Ca2+遊離が亢進している[60]ことから RyR の活
性が亢進している可能性が考えられる。RyR2 や FL-RyR3 の発現変化ではなく、DN-
RyR3 の発現が減少することで Caffeine 誘発性の Ca2+遊離が亢進している可能性が考
えられる。将来的には、DN-RyR3 のスプライシング機構や発現制御に働きかける薬を
開発することで、DN-RyR3 の発現を高め、血管の興奮性を制御し、血圧をコントロー
ルすることができると考える。 
FL-RyR3 はホモ 4 量体を組むことで機能的な Ca2+遊離チャネルとして働いてお
り、骨格筋[8, 99]や海馬神経細胞[15]においては[Ca2+]i上昇の伝播に寄与している。十
二指腸では FL-RyR3 を発現抑制することで Ca2+遊離機能が低下することから、機能発
現していることが報告されている[20]。一方で、門脈平滑筋では RyR3 の発現抑制で
CICR や Caffeine 誘発性の Ca2+遊離に影響しないことから[17]、組織ごとに RyR3 の
機能は異なっていると考えられる。 
腸間膜動脈平滑筋において、DN-RyR3 は RyR2 や FL-RyR3 とヘテロ 4 量体を組
むことで SR からの Ca2+遊離を抑制的に制御しており、細胞膜電位や血管張力の維持
機構に対して負の制御因子として寄与していることを見出した。DN-RyR3 による
RyR2 活性の阻害様式として以下の 2 つが考えられる。①DN-RyR3 が RyR2 とヘテロ
4 量体を形成することで、単一チャネルコンダクタンスや開口確率が減少した可能性が
ある。欠損した膜貫通部位 S1 領域は S2-S3 loop と相互作用していると考えられる[23]。
この S2-S3 loop は細胞質側領域中心部のカルモジュリン感受性ドメインや C 末端領域
に近接しており、これらの相互作用を介してコンフォメーション変化に関わると考えら
れる[101]。その為、S1 領域の欠損によりドメイン間の連携が崩壊し、機能が低下して
いると推測される。②DN-RyR3 とのヘテロ 4 量体形成により、細胞内外の Ca2+感受性
の低下した可能性が考えられる。RyR の Ca2+感受性には欠損した S1 領域が関与して
いる可能性が考えられている[22]。実際に、S1 領域の 4496 番目のアルギニンを変異さ
せることで Ca2+ spark の活性が変化することから[25]、S1 領域の欠損により、RyR ヘ
テロ 4 量体の Ca2+感受性が低下した可能性がある。 
本研究では単離細胞と摘出した組織を用いて検討を行ってきた。酵素による細胞単
離法は古くから用いられており、酵素処理により収縮性を保った細胞が単離され、現代
まで様々な細胞種で単離法が改良され使用されてきた[55-57]。しかしながら、単離細胞
と生体内では機能が違うのではないかと議論されている。例えば、酵素処理により細胞
膜上の受容体が傷害される可能性や、生体内で起きている細胞同士の結合による情報伝
達やコミュニケーションが単離細胞では見られない等、生体内と異なる可能性が考えら
れる。このような意見もあるが、単離細胞を用いる利点としてはより単純な系で収縮機
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構を計測できる点や、パッチクランプ法によりイオンの動態を検証できる点、[Ca2+]iの
2 次元画像解析法により Ca2+ spark 等の局所での現象をより高い解像度でとらえるの
に適している点があげられる。その為、RyR による細胞内 Ca2+動態を明らかにする上
で、細胞単離法は、適した手法である。さらに、細胞からの情報のみではなく、組織で
の検討、生体での検討を合わせて機能解析を行うことでより強く生理機能を解明できる
と考える。本研究の単離細胞で得られた結果は、組織を用いた検討でも、同様の知見を
得ており、細胞と組織の両方から検証を行うことで、より強く RyR の生理的意義を示
すことができたと考える。 
従来の概念では、RyR3 は Ca2+感受性が低いため、RyR2 を起点として生じた CICR
によって活性化されて Ca2+放出を起こす「増幅器」として働くと考えられてきた。しか
し、本研究成果により、血管平滑筋において DN-RyR3 が重要な意味を持ち、RyR2 や
FL-RyR3 に対し「負の制御因子」としての役割を持つことが明らかになった。今後は
各種の循環器疾患病態において血管平滑筋の性質が変化する際の、RyR3 (FL-RyR3 お
よび DN-RyR3)発現や RyR 機能の変化を詳細に解析することで、RyR による血管の異
常興奮性が関連した各種の循環器疾患病態の治療に役立つと考える。 
 
 
  
46 
 
第 4 章 総括 
 
これまで 3 型リアノジン受容体 (RyR3)を介した Ca2+放出が子宮平滑筋の細胞内
Ca2+動態に寄与すると考えられてきたが[18]、RyR3 遺伝子欠損マウス (RyR3-/-)を用い
た本研究により RyR3 は子宮平滑筋機能に対する寄与が極めて少ないことが明らかに
なった。非妊娠期にはドミナントネガティブ型 RyR3 (DN-RyR3)が野生型 RyR3 (FL-
RyR3)の機能を抑制しており、妊娠期には RyR3 の発現量自体が減少するため、RyR3
は子宮平滑筋の収縮に関与せず、むしろ電位依存性 Ca2+チャネル (VDCC)を介した
Ca2+流入及びイノシトール 3 リン酸受容体 (IP3R)からの Ca2+遊離が必須であると考え
られる。 
腸間膜動脈平滑筋においては、主に DN-RyR3 によって RyR2 からの Ca2+遊離が
抑制的に制御されており、①Ca2+ spark-自発一過性外向き電流 (STOC)活性の抑制に
よる静止膜電位の制御と、②Ca2+誘発性 Ca2+遊離 (CICR)活性の抑制による興奮性の抑
制という 2 つの機能により、血管平滑筋の張力調節機構に関与していると考える。 
異なる 2 つの平滑筋から得られた知見から、2 型 RyR (RyR2)や FL-RyR3、DN-RyR3
の発現比率によって細胞の興奮性を調節していると考えている。狭心症、心筋梗塞、脳
血管攣縮などの原因の１つに動脈硬化があるが、その他に急性の血管収縮も原因の１つ
である。また、高血圧では慢性的な血管の収縮が起きており、血管の異常興奮性が種々
の疾患に関与している。その為、DN-RyR3 の発現制御を治療ターゲットとすることで、
血管平滑筋の興奮性を制御し、血管攣縮や血管狭窄を抑えることができると考えている。
さらに、平滑筋以外にも RyR3 は脳や神経系で多く発現していて、アルツハイマー病や
パーキンソン症候群などの治療法が確立されていない難治性の神経変性疾患でも細胞
内 Ca2+動態の異常が関わることが報告されている。RyR3 もその一部に関与することが
報告されていて[15, 81, 82]、特にアルツハイマー病患者の脳では健常者と比べて DN-
RyR3 の発現量が低下し、FL-RyR3 の相対的発現量が高まることで、神経細胞の RyR
からの異常な Ca2+放出が亢進し、細胞死が進行すると考えられている[11]。その為、DN-
RyR3 の発現やスプライシング機構の制御を治療ターゲットとすることで、神経の異常
興奮の抑制に繋がり、神経変性疾患の治療に有用であると考える。また、遺伝子解析に
より、DN-RyR3 の発現解析が可能となれば、血管の収縮異常や神経変性疾患のリスク
診断にもつながるのではないかと考える。 
今回得られた知見が、DN-RyR3 による細胞の興奮性制御及び、細胞内 Ca2+動態制
御を解明する上で、重要な知見になりうると考える。 
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